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Referat: 
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit neuen Methoden, die zur Behandlung der 
Aortenstenose bei Patienten mit hohem Risikoprofil eingesetzt werden. Zu Beginn 
werden das Problem der Aortenstenose und seine Ätiologie dargelegt und 
anschließend auf die spezielle Fragestellung der Studie eingegangen. Am Tiermodell 
wurde geprüft, ob der Vorgang des Crimpings Einfluss auf die Langzeithaltbarkeit 
kathetergestützt implantierbarer Aortenklappenprothesen hat. Dazu wird der Einfluss 
des Crimpings auf das Verkalkungspotential und auf die strukturelle Integrität der 
Prothesen analysiert. Der Versuch bedient sich eines subkutanen Rattenmodells, das 
standardmäßig für vergleichbare Fragestellungen verwendet wird. Im zweiten 
Abschnitt werden die angewandten Methoden genauer beschrieben. Die 
entscheidenden Parameter sind die Verkalkung der explantierten Materialien, die 
durch ICP-OES und histologisch gemessen wird, sowie eine mögliche Beschädigung 
der Struktur, die histologisch beurteilt wird. Der dritte Teil der Arbeit stellt die 
Ergebnisse dar. Es wurde kein Unterschied bei der Verkalkung gefunden. Die 
Struktur wurde durch Crimping signifikant irregulärer und die Kollagenfasern der 
implantierten Aortenklappen fragmentierter. Mit Zunahme der Crimping-Dauer war 
dieser Effekt stärker ausgeprägt. In der Diskussion werden der Versuchsaufbau und 
die angewandten Methoden kritisch diskutiert und mit anderen Arbeiten verglichen. 
Außerdem werden die Ergebnisse nochmals genau dargelegt und ihre Bedeutung für 
die Forschung und die Anwendung der neuen Verfahren erörtert.  
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1 Einleitung 
 
1.1 Die Aortenstenose 
1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie 
 
Eine Verengung der Aortenklappe (AK), die während der Systole zu einem 
Druckunterschied zwischen linkem Ausflusstrakt und Aorta führt, wird als 
Aortenstenose (AS) bezeichnet.1 
Die AS zählt in der westlichen Welt zu einer der häufigsten erworbenen 
Erkrankungen des Herzkreislaufsystems. Sie stellt, nach der Koronarbypasschirurgie, 
die häufigste Indikation für eine chirurgische Intervention am Herzen dar. 65% aller 
erworbenen Herzklappenvitien betreffen die AK. In den meisten Fällen (50%) handelt 
es sich um Stenosen der AK. Ein Großteil der Patienten leidet an einem kombinierten 
Aortenklappenvitium, das sowohl mit einer Stenose als auch mit einer Insuffizienz der 
AK einhergeht. Die meisten Betroffenen sind Männer.2 
Zirka 5% aller 75-Jährigen leiden an einer AS. Die Hälfte dieser Patienten sogar an 
einer höhergradigen Form. Entsprechend des demographischen Wandels wird die 
Zahl der Patienten mit operationspflichtiger AS in Deutschland weiter zunehmen.1 
Es gibt verschiedene Ursachen, die zu einer Stenose führen können. Am häufigsten 
ist die degenerativ kalzifizierende AS, deren Inzidenz mit dem Alter zunimmt und die 
deshalb in den Industrienationen mit Abstand den größten Stellenwert besitzt.1 Nicht 
selten führt eine kongenital bikuspid angelegte AK zu einer degenerativen 
Stenosierung der AK. Außerdem gibt es rheumatische, angeborene, subvalvuläre 
und einige andere Arten von AS, die im klinischen Alltag aber eher seltener 
vorkommen.1  
Im Folgenden wird vor allem näher auf die degenerativ kalzifizierende AS 
eingegangen. 
Die Entstehung einer Verengung durch Kalkablagerungen wird durch verschiedene 
Theorien erklärt. Noch vor einigen Jahren nahm man an, dass die altersabhängige 
degenerativ kalzifizierende AS das Ergebnis von langjährigem mechanischem Stress 
sei. Andere Ansätze behaupten, dass autoimmune Prozesse für die Degeneration 
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der Klappe verantwortlich seien.3 Der dritte Denkansatz schreibt die Kalkeinlagerung 
entzündlichen Prozessen zu, die, ähnlich der Arteriosklerose, auf einer komplexen 
Immunantwort bei Gefäßwandverletzung beruhen.3 In der englischsprachigen 
Literatur wird der Ausdruck degenerativ im Zusammenhang mit der kalzifizierten AS 
seitdem vermieden, da neuere Studien diese dritte Theorie stützen. Auf 
verschiedenen Ebenen wurde nachgewiesen, dass der Prozess der 
Klappenverkalkung der Entstehung der Arteriosklerose sehr ähnlich ist.3 Zum einen 
beruht diese Erkenntnis auf der Tatsache, dass sich die Risikofaktoren, die für die AS 
identifiziert wurden, mit denen der  Arteriosklerose überschneiden.  
Typische Risikofaktoren für die AS sind: Alter, männliches Geschlecht, Rauchen, 
Hypertonie, Diabetes mellitus, Niereninsuffizienz im Endstadium, erhöhte Serumlevel 
von Kalzium, Lipoprotein a, LDL-Cholesterin und Triglyzeriden.3  
Zum anderen hat man in den kalzifizierten AK ähnliche Zellen und Moleküle 
gefunden, wie sie auch in arteriosklerotischen Plaques nachzuweisen sind. Außer 
Makrophagen und T-Lymphozyten wurden auch Chemokine wie TNFα und   IL-2 
nachgewiesen, die für chronische Entzündungen typisch sind.4 Wie bei 
Gefäßplaques fand man Ablagerungen von Lipoprotein a und LDL-Cholesterin. 
Außerdem konnten einige Arbeitsgruppen aufzeigen, dass die Kalzifizierung ein 
aktiver Prozess ist, der durch Vorgänge bestimmt wird, die auch im 
Knochenstoffwechsel eine Rolle spielen. So identifizierte man in den Läsionen von 
stenosierten AK beispielsweise Fibroblasten, die Oberflächenmarker von 
Osteoblasten exprimierten. Wenn die Verkalkung der Klappen durch aktive Prozesse 
verursacht wird, ist die Bezeichnung degenerativ folglich nicht zutreffend.3,4   
 
1.1.2 Pathophysiologie 
 
Bereits die Definition der AS gibt Aufschluss über die entstehende Problematik bei 
Verengung der AK. Durch den erhöhten Widerstand muss der linke Ventrikel einen 
höheren Druck aufbauen, um den erforderlichen poststenotischen Blutdruck aufrecht 
zu erhalten, der für die Versorgung der Organe benötigt wird. Es entsteht ein 
Druckunterschied, der sogenannte Druckgradient, zwischen linker Herzkammer und 
Aorta. Umso größer das Herzschlagvolumen und umso kleiner die Klappenöffnung 
sind, desto größer ist dieser Gradient und damit die Druckbelastung für den Ventrikel. 
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Dieser reagiert auf die vermehrte Belastung mit der Ausbildung einer konzentrischen 
Hypertrophie. Zur Dilatation der Kammer kommt es in der Regel nur, wenn 
gleichzeitig eine Insuffizienz der Klappe besteht oder ein hoher Schweregrad der 
Krankheit erreicht ist. Eine AS kann auf diese Weise über Jahre hinweg kompensiert 
werden und wird häufig erst spät diagnostiziert, da die Symptome ausbleiben. Die 
Hypertrophie ist bis zu einem gewissen Stadium reversibel, wenn sich der Gradient 
zum Beispiel durch einen operativen Aortenklappenersatz (AKE) nahezu normalisiert. 
Auf Dauer führt die erhöhte Druckbelastung zu einer Abnahme des Schlagvolumens,  
damit zu einer Volumenüberladung des linken Ventrikels und endet dann in einer 
dilatativen Kardiomyopathie. 50% der Patienten, die Symptome einer 
dekompensierten Herzinsuffizienz aufzeigen, sterben innerhalb eines Jahres.1,5 
Ein weiterer Mechanismus zur Aufrechterhaltung des systemischen Drucks stellt die 
Verlängerung der linksventrikulären Auswurfszeit dar. Längere Auswurfszeit bedeutet 
aber auch eine kürzere Diastole und damit eine kürzere Durchblutungszeit des 
Herzmuskels. Aus der Verlängerung der Auswurfszeit, dem erhöhten systolischen 
Druck und der Hypertrophie resultiert eine Zunahme des myokardialen 
Sauerstoffbedarfs, der durch die verkürzte Dauer der Diastole nicht immer 
ausreichend gedeckt werden kann. Dies ist vor allem in Belastungssituationen der 
Fall. Die Ungleichheit zwischen myokardialem Sauerstoffangebot und -bedarf führt zu 
der typischen Angina pectoris Symptomatik der Patienten. 
Synkopen treten vor allem bei Anstrengung auf, da hierbei der periphere Widerstand 
abnimmt, das Herz diesen aber nicht ausgleichen kann, und folglich der Blutdruck 
auch im Gehirn abfällt.5 
 
 
1.1.3 Klinik und Diagnostik 
 
Die Symptomatik stellt sich in der Praxis oft erst nach mehreren Jahren ein und ist 
durch die Kardinalsymptome Angina Pectoris, Schwindel bzw. Synkopen und 
Dyspnoe gekennzeichnet. Meist treten die Symptome erst bei Belastung auf, bei 
fortgeschrittener Krankheit jedoch auch in Ruhe. 
In der klinischen Untersuchung kann man bei fast allen Patienten ein 
niederfrequentes Systolikum (crescendo-decrescendo) auskultieren, dessen punctum 
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maximum über dem 2. Interkostalraum parasternal rechts liegt. Das Geräusch wird 
häufig in die Karotiden fortgeleitet. Bei bereits eingetretener kardialer 
Dekompensation kann das Geräusch auch täuschend leise sein. Ein Zeichen der 
verlängerten linksventrikulären Auswurfsphase ist der späte zweite Herzton. Eine 
Veränderung der Pulsqualität wird häufig erst bei einer schweren AS palpiert. Typisch 
ist eine kleine Amplitude und ein später Gipfel, der sogenannte Pulsus parvus et 
tardus.1,5 
Die Diagnostik zur Evaluierung des Schweregrades einer AS umfasst verschiedene 
Techniken. Dazu gehören Standardtechniken wie das Elektrokardiogramm (EKG) 
und der Röntgenthorax. Die Aussagekraft dieser beiden Methoden bezüglich der AS 
ist jedoch gering. Im EKG finden sich vor allem Zeichen der linksventrikulären 
Hypertrophie wie bspw. ein Linkstyp oder sogar ein überdrehter Linkstyp und eine 
große Amplitude der lateralen präkordialen Ableitungen (positiver Sokolow-Lyon-
Index). Typische Befunde im Röntgenthorax sind die konzentrische Hypertrophie, die 
poststenotische Dilatation der Aorta und die Verkalkung der Aortenklappensegel.1,5 
Die zuverlässigste Methode zur Beurteilung der AS ist die Echokardiographie. Zu den 
wichtigsten Parametern der Untersuchung zählen die Klappenöffnungsfläche (Abb. 
1), der Druckgradient zwischen linksventrikulären Ausflusstrakt und Aorta ascendens, 
die funktionelle Morphologie, die Wandhypertrophie, die Ejektionsfraktion und die 
diastolische Funktion des linken Ventrikels. Die Einteilung des Schweregrads anhand 
der Klappenöffnungsfläche (KÖF) ist die gegenwärtige Standardmethode in der 
Klinik. Diese kann im transösophagealen Echo planimetrisch gemessen werden, wie 
hier in Abbildung 1 gezeigt, oder mittels Kontinuitätsgleichung (KG) bestimmt 
werden.6 Dazu misst man im Cw-Doppler die Flussgeschwindigkeit über dem 
linskventrikulären Ausflusstrakt (LVOT) V1 und über der Stenose V2 sowie den 
Durchmesser des LVOT D1. Dem liegt zu Grunde, dass trotz der kleineren 
Öffnungsfläche genauso viel Blut durch die Stenose fließen muss wie durch den 
LVOT. Die Klappenöffnungsfläche kann dann gemäß der KG berechnet werden: 
𝐾Ö𝐹 = ð (
𝐷1
2
)
2
×
𝑉1
𝑉2
  
Der Vorteil dieser Methode liegt vor allem darin, dass die Flussgeschwindigkeit vor 
und in der Stenose gemessen wird. Dadurch wird der Effekt unterschiedlicher 
Schlagvolumina vermindert, der gerade bei der invasiven Messung zu falsch hohen 
Ergebnissen führen kann.7    
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Bei einem gesunden Menschen liegt die KÖF zwischen 3,0 und 4,0 cm². Eine 
hochgradige AS ist durch Werte unter 1,0 cm² gekennzeichnet, eine mittelgradige 
liegt zwischen 1,0 und 1,5 cm². Werte darüber werden als geringgradig bezeichnet.1 
Die Einteilung durch den mittleren Druckgradienten ist in Tabelle 1 dargestellt. Dieser 
wird durch eine Mittelung der instantanen maximalen Gradienten während der 
Auswurfphase berechnet.7 
 
Eine Stressechokardiographie mit Dobutamin kann bei niedrigen Gradienten 
Aufschluss über die Schwere der AS geben. Die Untersuchung wird vor allem bei 
asymptomatischen Patienten durchgeführt, da so hämodynamisch bedeutende 
Befunde klar identifiziert werden können.5,9,10 
Eine Herzkatheteruntersuchung wird in der Regel vor einer Operation durchgeführt. 
Der Druckgradient lässt sich dabei auch invasiv messen. Dennoch dient diese 
Methode vor allen Dingen der Feststellung einer behandlungsbedürftigen koronaren 
Herzkrankheit. Diese Kombination liegt immerhin bei 25% der Patienten mit AS auch 
in Abwesenheit von Angina-pectoris-Symptomatik vor. In diesem Fall lässt sich bei 
notwendiger Aortenklappenchirurgie gleichzeitig ein Koronarbypass anlegen. Indiziert 
ist die Katheteruntersuchung auch dann, wenn klinische und echokardiographische 
Aortenstenose 
maximaler Gradient  
(mmHg) 
mittlerer Gradient  
(mmHg) 
Klappenöffnungsfläche  
(cm²) 
leicht 25-50 <25 >1,5 
mittelgradig 50-100 25-50 1-1,5 
schwer >100 >50 <1 
Tabelle 1: Schweregradeinteilung der Aortenstenose1 
 
 
Abbildung 1:   Aortenstenose in der transösophagealen Echokardiographie. 
Darstellung in der kurzen Achse. Die gepunktete Linie 
umrandet die verkleinerte Klappenöffnungsfläche.8 
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Befunde divergieren.1,5 
Mit der Computertomographie (CT) und der Magnetresonanztomographie (MRT) gibt 
es zwei weitere Methoden, die sich für die genaue Diagnostik der AS eignen. Die CT 
kann die Verkalkung der Klappensegel sehr genau darstellen und quantifizieren. Mit 
der MRT kann man die Situation vor und nach der Operation vergleichen und so den 
Erfolg  bezüglich der Klappenöffnungsfläche, der linksventrikulären Funktion, der 
myokardialen Metabolisation und des Rückgangs der Hypertrophie beurteilen.5 
 
1.1.4 Behandlung 
Konservative Therapie 
 
Trotz der neuen weitreichenden Erkenntnisse im Bereich der Ätiologie gibt es bisher 
keine kurativen medikamentösen Therapiemöglichkeiten. Neue potentielle 
Angriffspunkte für Medikamente bilden zum Beispiel das Renin-Angiotensin-System, 
Lipid und Lipoprotein Senkung, verschiedene Entzündungsmediatoren und spezielle 
Signalkaskaden, die auch bei der Arteriosklerose eine Rolle spielen.4  
Die konservative Therapie sieht im Moment lediglich die Behandlung der 
Herzinsuffizienz mittels Digitalistoxin, leichter Diuretikumgabe sowie dem Senken der 
Nachlast durch ACE-Hemmer vor. Nitrate gelten als kontraindiziert, da sie durch 
venöses Pooling das Herzzeitvolumen drastisch senken und zu Synkopen führen 
können. Außerdem muss jede AS bei vorauszusehender Bakteriämie antibiotisch 
abgeschirmt werden.1 
Eine Behandlung der AS ist dringend von Nöten, da die Prognose von Patienten mit 
hochgradiger AS sehr schlecht ausfällt. Die Symptome sind dabei entscheidend. 
Patienten mit Angina pectoris-Symptomatik haben ohne Operation eine mittlere 
Überlebensdauer von 3 Jahren, Patienten mit Synkopen nur 2 Jahre. Zeichnet sich 
eine Herzinsuffizienz ab oder tritt Vorhofflimmern auf, leben die Menschen im 
Durchschnitt nur noch ein Jahr. Allein 20% der symptomatischen Patienten sterben 
am plötzlichen Herztod durch Arrhythmien oder plötzliche Dekompensation.11 
Interventionelle Therapie 
 
Die Ballonvalvuloplastie, also eine Aufdehnung der AK mittels eines Ballonkatheters, 
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bringt lediglich eine vorübergehende Besserung der Symptomatik, jedoch keine 
Lebensverlängerung mit sich. Komplikationen sind häufig. 6 bis 12 Monate nach der 
Ballonvalvuloplastie ist die Klappe meist wieder restenosiert. Das Verfahren wird nur 
in seltenen Fällen als Bridging bis zur eigentlichen Therapie mittels 
Aortenklappenersatz bzw. -implantation angewendet.5,12 
 
Chirurgische Therapie 
 
Der chirurgische Aortenklappenersatz (AKE) ist die einzige kausale Therapieoption 
und somit die Therapie der ersten Wahl. Welcher der richtige Zeitpunkt für den 
Eingriff ist, wird allerdings eingehend diskutiert. Die Leitlinien der American College of 
Cardiology/American Heart Association-Taskforce (ACC/AHA-Taskforce) sollen bei 
dieser Entscheidung weiterhelfen.  
Mit dem Beginn der Symptomatik und dem Nachweis einer AS ist der Eingriff 
eindeutig indiziert und sollte auf keinen Fall lange aufgeschoben werden. Die 
Lebenserwartung der Patienten sinkt, wie bereits erwähnt, drastisch und außerdem 
besteht ein höheres Risiko, an einem plötzlichen Herztod zu sterben.12 
Schwieriger wird die Entscheidung zur Operation vor allem bei asymptomatischen 
Patienten. Hierzu gibt es selbst unter Spezialisten sehr unterschiedliche Meinungen.  
Konsens herrscht lediglich darüber, dass Patienten mit einer isolierten hochgradigen 
AS, einer normalen linksventrikulären Funktion und Freiheit von Symptomen nicht 
operiert werden sollen. Das Risiko eines AKE übersteigt dann den möglichen Nutzen. 
Beträgt die Ejektionsfraktion dagegen weniger als 50%, so ist der Eingriff indiziert. 
Muss sich ein Patient einer anderen Operation am Herzen unterziehen, 
beispielsweise an den Koronararterien, anderen Herzklappen oder der Aorta, so 
sollte die AK in der gleichen Operation ersetzt werden, wenn eine hochgradige oder 
mittelgradige Stenose vorliegt. 
Außerdem versucht man Patienten zu identifizieren, deren Krankheit mit großer 
Wahrscheinlichkeit schnell voranschreitet. Solche Patienten zu operieren, wird 
diskutiert, ist derzeit aber nicht empfohlen.12 
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Abbildung 2:Mechanische Klappenprothese
        (St. Jude Medical Regent™14) 
 
 
 
1.2 Herzklappenprothesen 
 
Seit dem Beginn der Herzklappenchirurgie vor circa 60 Jahren wurden sehr viele 
Herzklappenprothesen entwickelt. Trotz dieser langen Erfahrung ist es bisher nicht 
gelungen, die perfekte Aortenklappenprothese zu konstruieren. Der Anspruch an eine 
solche Klappe ist hoch und besteht aus folgenden acht Punkten: 
1. Zentrale Flusskapazität    5. Niedriger transvalvulärer Gradient 
2. Niedrige Thrombogenität   6. Lange funktionelle Haltbarkeit 
3. Gute Verfügbarkeit in Größe und Anzahl  7. Beständigkeit gegen Infektionen 
4. Keine Immunogenität    8. Leichte Implantation 
 
Generell werden die Aortenklappenprothesen in mechanische und biologische 
Prothesen unterteilt. Im Folgenden werden die Vor- und Nachteile erläutert.13 
 
1.2.1 Mechanische Aortenklappenprothesen 
 
In den meisten Krankenhäusern werden heutzutage Doppelflügelprothesen aus 
pyrolytischem Graphit (Abb. 2) verwendet, da diese gute hämodynamische 
Eigenschaften aufweisen und auf die Mechanik Verlass ist. Die Vorteile der 
mechanischen Aortenklappen liegen klar auf 
der Hand. Es gibt keine Unregelmäßigkeiten 
in der Materialbeschaffenheit und sie sind 
unbegrenzt verfügbar. Sie haben eine sehr 
gute Haltbarkeit, die die Lebenserwartung 
der Patienten generell übertrifft. Außerdem 
sind sie keinen degenerativen Prozessen ausgesetzt.15 
Der größte Nachteil liegt in der Thrombogenität des Materials. Diese Tatsache macht 
es unumgänglich, alle Patienten mit mechanischen Herzklappen lebenslang zu 
antikoagulieren. Gefürchtet sind die damit einhergehenden hämorrhagischen 
Komplikationen, deren Häufigkeit mit circa 1% pro Patienten-Lebensjahr angegeben 
wird. Häufig liegt das Problem bei einer zu stark schwankenden Antikoagulation. 
Wegen ihrer langen Haltbarkeit werden mechanische Klappen hauptsächlich bei 
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Patienten unter 65 Jahren empfohlen, um eine Reoperation zu vermeiden.15,16 
 
1.2.2 Biologische Aortenklappenprothesen 
 
Diese Art der Prothesen kann unterteilt werden in menschliche, sog. Homografts, und 
tierische, sog. Xenografts. Biologische Implantate haben den Vorteil, dass sie ein 
geringes Risiko für thrombembolische Ereignisse mit sich bringen, und daher keine 
dauerhafte Antikoagulation nötig ist.15 
Die ersten Homografts wurden 1962 von Dr. D. Ross und Sir B. Barratt-Boyes 
implantiert. Als Homograft bezeichnet man eine menschliche Herzklappe, die post 
mortem entnommen, aufbereitet und anschließend als Herzklappenprothese 
eingesetzt wird. In seiner Beschaffenheit gleicht der Homograft somit der 
Originalklappe und verspricht daher eine ausgezeichnete Hämodynamik. Die 
Widerstandsfähigkeit gegenüber Infektionen macht ihn interessant für den Einsatz 
bei Endokarditis.15,17–19 
Generell nimmt die Bedeutung der Homograftchirurgie jedoch ab. 2010 wurden in 
Deutschland nur 38 Homografts implantiert. Dies ist hauptsächlich auf die schlechte 
Verfügbarkeit dieser Implantate zurückzuführen.15,20 
 
Xenografts sind Implantate tierischen Ursprungs. In der Aortenklappenchirurgie 
werden heute hauptsächlich Implantate verwendet, die aus Schweineherzklappen 
oder aus Rinderperikard gefertigt werden. Auch hier gibt es unterschiedliche Modelle. 
 
 
 
 
 
 
So unterscheidet man generell Klappen, die auf einem Gerüst (stented) aufgenäht 
sind und einen Nahtring besitzen (Abb. 3), von denen, die ohne Gerüst (stentless) 
implantiert werden (Abb. 4). Beim Ersatz der nativen Klappe wird das Implantat 
normalerweise in den Aortenanulus genäht. Damit entspricht der ursprüngliche 
Innendurchmesser dem Außendurchmesser der neuen Klappe. Dies führt 
          
Abbildung 4: Biolog. Prothese  
       (Perimount™Magna stented21) 
              
Abbildung 3:Biolog. Aortenwurzelprothese
      (Medtronic Freestyle™ stentless22) 
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Abbildung 5:   Schematischer Vergleich zw. Prothese mit 
und ohne Gerüst. Die Prothese ohne Gerüst 
hat einen größeren Innendurchmesser, 
obwohl der Außendurchmesser gleich ist.  
 
 
 
 
 
zwangsläufig zu einer geringeren 
Öffnungsfläche der implantierten 
Aortenklappe und damit zu einem 
höheren postoperativen 
Gradienten. Dieser Überlegung 
liegt die Entwicklung der 
gerüstfreien Bioprothesen 
zugrunde. Sie besitzen einen 2 bis 
4 mm größeren Innendurchmesser (Abb. 5). Bei gleichem Außendurchmesser hat 
eine gerüstfreie Prothese also eine größere Öffnungsfläche. Die neueste Generation 
der Aortenklappen mit Stent hat daher niedrigere und dünnere Stents sowie kleinere 
Nahtringe. Durch diese Maßnahmen können Klappen mit einem größeren Diameter 
in einer supraannulären Position fixiert werden, ohne die Koronarien zu 
obstruieren.13,23 
Welcher der beiden Klappentypen besser für den Patienten bezüglich Hämodynamik, 
Häufigkeit von Reoperationen, Abnahme der linksventrikulären Hypertrophie oder 
Mortalität ist, wird in der aktuellen Literatur sehr ausführlich diskutiert und 
erforscht.24–26 
Der Einsatz der Xenografts hat sich in den letzten 20 Jahren stetig gesteigert. 1994 
wurden noch mehr als zweimal so viele mechanische Klappen eingesetzt wie 
Xenografts. Im Jahr 2010 dagegen wurden in Deutschland bereits 9704 Xenografts 
und nur 1840 mechanische Klappen implantiert. Der Trend geht also stark in 
Richtung der biologischen Herzklappenprothesen. Dies liegt mitunter auch an der 
alternden Gesellschaft in Deutschland.15,20 
Ursprünglich wurden die tierischen Klappen bei Patienten ab dem 65. Lebensjahr 
eingesetzt, da sie nur eine begrenzte Haltbarkeit besitzen. Heute werden sie aber 
immer häufiger bei jüngeren Patienten benutzt und ihre Eignung in diesem 
Patientenkollektiv untersucht.27 Biologische Klappenprothesen unterliegen, wie die 
natürliche AK auch, Prozessen, die dazu führen, dass die Implantate mit der Zeit 
strukturelle Schäden erleiden und kalzifizieren. Im schlechtesten Fall muss ein 
erneuter AKE durchgeführt werden. Ein zweiter Eingriff geht mit einem erhöhten 
perioperativen Risiko einher. Das ist ein großer Nachteil bei der Verwendung 
biologischer Aortenklappenprothesen.  
Eine Langzeit-Nachuntersuchung nach mechanischem und biologischem AKE hat 
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gezeigt, dass die Rate an Reoperationen bei letzterem nach etwa sieben Jahren 
deutlich zunimmt und abhängig von der Zeit immer häufiger wird. Nach zehn Jahren 
mussten bereits 8,4% der Patienten erneut operiert werden und nach 15 Jahren 
21,2%, während nur 1,2% und 1,4% der Empfänger mechanischer Prothesen 
reoperiert wurden. Dabei ist allerdings zu beachten, dass vor allem ältere 
Klappenmodelle untersucht wurden, da es für die neueren Modelle noch keine 
Langzeitdaten gibt.28  
 
1.2.3 Antimineralisationsbehandlung 
Kalzifizierung und der Einfluss von Glutaraldehyd 
 
Die heute gängige Theorie zur Entstehung der Kalzifizierung von Klappenprothesen 
setzt sich aus verschiedenen Mechanismen zusammen. Einfluss haben chemische 
und strukturelle Eigenschaften des implantierten Gewebes, der Stoffwechsel des 
Patienten sowie mechanische Faktoren. Hauptgrund und Initiator der Verkalkung ist 
nach dem Modell von Schoen und Levy et al. die Tatsache, dass im Gewebe der 
biologischen Klappenprothesen leblose Zellen und Zellfragmente zu finden sind.29 
Dies ist durch die Glutaraldehyd-Fixation bedingt, mit der das Gewebe vorbehandelt 
wird. Trotzdem ist die Vorbehandlung mit Glutaraldehyd notwendig. Nicht fixiertes 
Gewebe verkalkte im Tierversuch zwar nicht, zeigte dafür aber Spuren polymorpher 
Inflammation und nekrotische Areale. Ohne diese Vorbehandlung kommt es folglich 
zur Immunantwort und zur Zerstörung des implantierten Gewebes. Glutaraldehyd 
verringert also die Antigenität des körperfremden Materials.30 Außerdem werden bei 
der Fixation mit Glutaraldehyd die Kollagenfasern quervernetzt. Das führt zu 
gesteigerter Stabilität und Widerstandsfähigkeit des Gewebes, was für den Einsatz 
im Blutstrom wichtig ist. Diese Tatsache ist für die hier vorliegende Forschungsarbeit 
von besonderer Bedeutung. Studien haben jedoch gezeigt, dass gerade diese 
Quervernetzungen (Crosslinking) des Kollagens Bindungstellen für Kalzium 
bieten.30,31  
Ein weiterer Effekt der Glutaraldehyd-Fixierung ist die Schädigung der interstitiellen 
Zellen und der Zellmembranen. Normalerweise ist der Gehalt an Kalzium im 
extrazellulären Raum bis zu 10.000fach höher, da aktive Pumpen Kalzium aus der 
Zelle transportieren. In leblosen Zellen ist das nicht möglich, daher kann Kalzium 
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ungehindert in den intrazellulären Raum diffundieren, reichert sich dort an und bildet 
Hydroxyapatit. Diesen Stoff findet man im menschlichen Körper in allen harten 
Geweben wie Knochen oder Zahnschmelz. Die Folge ist die Verkalkung der 
Klappensegel. Zusätzlich bieten Zellmembran und interzelluläre Strukturen freie 
Bindungsstellen für Kalzium, hauptsächlich in Form von Phosphor bzw. 
Phospholipiden, und tragen so zu diesem Effekt bei.29 
Das oben genannte Crosslinking - die Quervernetzung der Kollagenfasern durch 
Glutaraldehyd - führt zudem zum Verlust der Geschmeidigkeit des Prothesen-
Gewebes. Die Klappensegel werden dadurch an den Flexionspunkten bei der 
Öffnung eher geknickt als gebeugt. Das führt zur Fragmentierung der kollagenen 
Fasern und kann Verkalkung und Fehlfunktion der Klappe initiieren.30 Auch dieser 
Punkt ist für die Fragestellung und das Ergebnis der vorliegenden Forschungsarbeit 
entscheidend. 
Ein weiteres Thema intensiver Forschung ist die aktive Regulierung der Kalzifizierung 
von künstlichen Herzklappen durch den Stoffwechsel des Klappenempfängers. Wie 
bereits erwähnt, deuten neuere Studien darauf hin, dass die Verkalkung durch aktive 
Prozesse ausgelöst wird. Aus diesem Grund wurde und wird nach Botenstoffen 
gesucht, die hier eine steuernde Funktion haben. Dabei fand man heraus, dass 
Proteine des Knochenstoffwechsels wie bspw. Osteopontin auch bei der Verkalkung 
der Herzklappenprothesen eine Rolle spielen.29 
Der mechanische Stress, dem die Klappen im Blutstrom ausgesetzt sind, ist 
ebenfalls von Bedeutung, aber anscheinend nicht der Hauptauslöser.29,31 
Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor für den Verkalkungsprozess ist das Alter des 
Klappen-Empfängers. Sowohl im Menschen als auch in Tieren verkalkt das 
Klappengewebe in jüngeren Subjekten deutlich schneller als in Älteren. Das stellt ein 
Problem für den Gebrauch biologischer Herzklappenprothesen bei Patienten unter 
60 Jahren dar. Die Ursache dieses Effekts konnte noch nicht geklärt werden. 29–31 
Vorbehandlung der biologischen Herzklappenprothesen 
 
Um der Verkalkung der Herzklappen-Prothesen entgegen zu wirken, wurde vor allem 
auf drei Ebenen Forschung betrieben. Es wurden lokale und systemische 
Applikationen von Wirkstoffen sowie die chemische Modifikation des Prothesen-
gewebes getestet.29,30 
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Eine systemische Behandlung ist zwar wirksam, hat aufgrund der benötigten Höhe 
der einzusetzenden Dosis aber schwerwiegende Nebenwirkungen auf den gesamten 
Stoffwechsel.32 
Es wurden auch einige Systeme mit lokal implantierbaren Wirkstoffdepots getestet, 
die bisher aber nicht in den klinischen Gebrauch eingeführt wurden.29,33 
Der meiste Aufwand wurde daher für die biochemische Modifikation des Gewebes 
aufgebracht. Diese Behandlungen beinhalten die Inhibition der Kalziumaufnahme 
und der Hydroxyapatit-Bildung, die Entfernung der Kalziumbindungsstellen, die 
Modifikation der Glutaraldehydfixierung oder eine Fixierung mit anderen Stoffen. 
Einige dieser Verfahren sind bereits in der klinischen Anwendung. Durch 
Kombination der protektiven Ansätze versucht man eine möglichst potente Hemmung 
der Kalzifizierung zu erreichen.29  
Beispiel anhand der hier untersuchten biologischen Herzklappenprothesen 
 
In dieser Studie wurden zwei verschiedene Xenografts verwendet. Sowohl die 
Carpentier-Edwards Perimount™ Magna Aortenherzklappe (Edwards Lifesiences, 
Irvine, California, USA) als auch die  Edwards Sapien XT™ Transkatheter-
Herzklappe (Edwards Lifesiences, Irvine, California, USA) werden mit einem 
Spezialverfahren vorbehandelt, das die Kalzifizierung minimieren soll. Der 
ThermaFix™-Prozess von Carpentier-Edwards ist eine Weiterentwicklung der 
XenoLogiX-Behandlung (Glutaraldehyd-Fixierung und Phospholipid-Extraktion). 
Zunächst wird das Gewebe unter niedrigem Druck in einer 0,625%igen 
Glutaraldehyd-Lösung (Wirkung: siehe oben) fixiert. Im Anschluss daran wird das 
biologische Material einer Hitzebehandlung zugeführt. Hier werden instabile 
Glutaraldehyd-Reste entfernt, die sich sonst in vivo abspalten und mit dem Kalzium 
reagieren könnten.29,34,35 Dann folgt die Bearbeitung des Materials mit Surfactant und 
Ethanol, um die sauren Phospholipide der Zellmembranen auszuwaschen und damit 
die Zahl der freien Kalziumbindungsstellen zu verringern. Zusätzlich macht Ethanol 
das Gewebe resistenter gegen Kollagenasen. Als letztes erfolgt die Sterilisierung zur 
Abtötung von Mikroorganismen.29,35 
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1.3 Kathetergestützte Aortenklappenimplantation 
 
1.3.1 Aortenklappenersatz bei älteren Patienten 
 
Wie bereits erwähnt ist die kalzifizierende AS die häufigste Erkrankung an den 
Herzklappen des Menschen. Derzeit ist der AKE durch eine mechanische oder eine 
biologische Prothese der Goldstandard in der Therapie dieser Erkrankung. Obwohl 
die Komorbiditäten der Patienten in den letzten zehn Jahren zugenommen haben 
und deren Altersdurchschnitt stark angestiegen ist, ist die postoperative Mortalität 
deutlich gesunken. Gerade bei Patienten mit schweren Begleiterkrankungen wie 
Diabetes oder Niereninsuffizienz konnte die Mortalität bei diesem Eingriff um 30% 
gesenkt werden. Sie liegt zwischen 2-5% und steigt bei gleichzeitiger aortokoronarer 
Bypassoperation auf 5-7% an. Im Jahr 2010 lag die perioperative Mortalitätsrate in 
Deutschland diesbezüglich bei 3,0%.20,36,37 
Trotz einiger guter Ergebnisse auch in älteren Patientenkollektiven steigt die 
Mortalitätsrate bei über 70-jährigen vor allem wegen der häufigeren 
Begleiterkrankungen auf 5-15% an.37 
In Deutschland waren 2010 über 50% aller herzchirurgischen Patienten über 70 
Jahre alt, 12,4% sogar über 80 Jahre.20 Zusätzlich werden in Europa laut einer 
Analyse des European Heart Survey 33% aller Patienten über 75 Jahre mit 
symptomatischer AS nicht zu einer Operation zugelassen. Sie wird vom 
behandelnden Arzt als zu risikoreich eingeschätzt.38,39 
Aus diesen Gründen hat man in den letzten Jahren nach neuen 
Behandlungsoptionen für ältere Hochrisikopatienten gesucht und ein Verfahren zur 
kathetergestützten Aortenklappenimplantation (T-AKI) entwickelt und etabliert. 
 
1.3.2 Das Konzept 
 
Seit 2002 die erste Herzklappe kathetergestützt implantiert wurde, haben sich viele 
herzchirurgische und kardiologische Zentren mit diesem Projekt beschäftigt.40 
Inzwischen wurden zahlreiche Klappensysteme etabliert, die auf dem europäischen 
Markt eine CE-Zulassung erhalten haben. Bei den zwei Vorreiter-Modellen dieser 
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Abbildung 6: CoreValve™ (Medtronic)         
Schweineperikard in Nitinolstent41  
  
 
 
Abbildung 7:  SAPIEN XT™ (Edwards)
 Rinderperikard in  
 Ballon-expandierbarem 
Edelstahlstent42 
 
neuen Technik handelt es sich um das CoreValve™ ReValving System (Medtronic 
Inc., Minnesota, USA) und die Edwards SAPIEN XT™ (Edwards Lifesiences Inc., 
Irvine, California, USA). 
 
Die CoreValve™ (Abb. 6) ist eine porcine Aortenklappenprothese, die auf einem 
Nitinol-Stent aufgehängt ist. Dieser Stent ist selbstexpandierend. 
Die SAPIEN XT™ Herzklappe (Abb. 7) ist eine Prothese aus Rinderperikard in einem 
Kobalt-Chrom-Stent, die durch einen Ballonkatheter in die richtige Position gebracht 
und dort expandiert wird. Beide Klappen haben drei halbmondförmige Segel.6 
Da zum Zeitpunkt dieser Studie am Herzzentrum Leipzig vorwiegend die SAPIEN-
Aortenklappe in Verwendung war, wird im Folgenden vor allem auf diese Prothese 
Bezug genommen. 
Wahl der Patienten 
 
Verschiedene Fachgesellschaften, wie bspw. die European Association of 
Cardiothoracic Surgery (EACTS) und European Society of Cardiology (ESC), haben 
Empfehlungen ausgesprochen, welche Patienten für die T-AKI in Frage kommen. 
Dies sind ältere Menschen über 75 Jahre mit einer symptomatischen hochgradigen 
AS, die durch Begleiterkrankungen ein deutlich erhöhtes perioperatives 
Mortalitätsrisiko haben. Zur Risikoeinschätzung können die standardisierten 
Bewertungssysteme log. EuroSCORE und STS-Score genutzt werden. Wenn der 
log. EuroSCORE über 20 und der STS-Score über 10 liegen, könnte der betroffene 
Patient von einer Katheterklappe profitieren. In der Literatur gibt es zu diesen 
Bewertungsskalen unterschiedliche Ansichten. Dennoch sind sie derzeit der 
Standard für die Identifikation geeigneter Patienten. Auch die klinische Einschätzung 
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hat einen großen Stellenwert. Wichtig sind außerdem der Durchmesser des 
Aortenanulus, der Grad der Verkalkung, der Abstand der Koronarien von der Klappe, 
sowie die Beschaffenheit der Aorta und der Becken- und Beingefäße.6,37,43 
Implantationstechnik 
 
Laut der Empfehlung mehrerer spezialisierter Zentren sowie verschiedenen 
Verbänden, wie der EACTS und ESC, darf diese Art von Intervention nur durch 
spezialisierte Teams ausgeführt werden, die aus interdisziplinären Fachärzten und 
Pflegepersonal bestehen. Anwesend sein sollten Herzchirurgen, Katheter-erfahrene 
Kardiologen, TEE-erfahrene Anästhesisten und ein Kardiotechniker mit Herz-Lungen-
Maschine. Außerdem sollte die Operation bestenfalls in einem Hybrid-Operationssaal 
durchgeführt werden. Das ist ein Raum, der die Sterilität und die operativen 
Möglichkeiten eines herzchirurgischen OPs mit der Bildgebung und den Monitoring-
Möglichkeiten eines kardiologischen Katheterlabors vereint.39,44 In den meisten 
Zentren wird die Intervention in Vollnarkose durchgeführt, wobei dies nicht zwingend 
notwendig ist.39,45 
Zur Sicherheit werden Vorkehrungen getroffen, um eine schnelle Konversion zum 
Kardiopulmonalen Bypass zu ermöglichen.46 Die Implantation kann über 
verschiedene Zugangswege erfolgen. In den meisten Fällen wird jedoch ein 
transapikaler oder transfemoraler Zugangsweg gewählt. Seltener werden die 
Prothesen über die A. subclavia oder über die Aorta ascendens implantiert. 
 
Bei der transapikalen Aortenklappenimplantation (TA-AKI) wird mittels einer lateralen 
Minithorakotomie im fünften oder sechsten Intercostalraum die linksventrikuläre 
Herzspitze freigelegt. Nach Anbringen eines ventrikulären Schrittmacherdrahtes und 
Platzierung von Tabaksbeutelnähten wird die linke Herzkammer punktiert. Es wird ein 
Führungsdraht, ein sog. Stiff Wire, in der Aorta descendens platziert. Während einer 
Phase von schneller ventrikulärer Stimulation (RVP) mit einer Frequenz von 170-220 
pro Minute, wird eine Ballonvalvuloplastie der Aortenklappe durchgeführt. 44,47 
Anschließend wird das 26-French-Platzierungssystem durch die Herzspitze 
eingeführt und 1-2 cm unterhalb der Aortenklappe platziert.  
Während dieses Vorgangs wird die SAPIEN XT™ von einer anderen Person durch 
eine spezielle Vorrichtung, den Crimper, auf den Ballonkatheter gepresst. Dies 
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bezeichnet man als Crimping. Der ursprüngliche Diameter der Klappe von 23 bzw. 
26mm wird dabei auf unter 8,7 mm (26 French) reduziert, damit er über das 
Platzierungssystem in Aortenposition gebracht werden kann.44 
Mittels Bildgebung wird die SAPIEN XT™ Herzklappe ausgerichtet und unter 
erneutem RVP durch manuelle Inflation des Ballonkatheters implantiert. Durch die 
schnelle Stimulation bewegt sich die Klappenebene kaum und die Auswurfleistung 
des Herzens wird verringert. Sie sollte in dieser Phase nahezu null sein. Dieses 
Vorgehen erleichtert die korrekte Positionierung und verhindert die Deplatzierung der 
Prothese durch die Pulswelle während der Implantation.44 
 
Bei der transfemoralen Aortenklappenimplantation (TF-AKI) wird die Aortenklappe 
nach Punktion der A. femoralis retrogad erreicht. Nach Passage der nativen 
Aortenklappe erfolgt die Implantation ähnlich der oben genannten Technik mittels 
Ballonimplantation unter RVP. 
Die Bildgebung beinhaltet zweidimensionales Röntgen, TEE und eventuell auch 
Computertomographie. Sofort nach der Deflation und Entfernung des Ballons wird 
die erfolgreiche Positionierung und die Funktionalität der AK kontrolliert.39,44 
Falls postinterventionell eine paravalvuläre Insuffizienz vorliegt, kann die Klappe 
durch einen Ballonkatheter nachdilatiert werden.47 
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1.4 Fragestellung der folgenden Studie 
 
Wie oben bereits erwähnt, werden die T-AKI-Verfahren aktuell nur für die Behandlung 
der AS bei Hochrisiko-Patienten eingesetzt. Diese profitieren von der Intervention 
durch Vermeidung von Sternotomie, kardiopulmonalem Bypass und Herzstillstand, 
von der verkürzten Operationsdauer und der schnelleren postoperativen 
Erholung.45,48 
Vor einer Ausweitung dieser Therapiemöglichkeit auf eine weiter gefasste 
Patientenklientel müssen zunächst verschiedene Fragen, unter anderem auch 
hinsichtlich der Durabilität der Prothesen, beantwortet werden. Aktuell nimmt die 
Anzahl der Implantationen exponentiell zu. Bereits 2010 wurden in Deutschland fast 
ein Viertel aller isolierten Aortenklappenersätze mittels eines T-AKI-Verfahrens 
durchgeführt. 2011 ist der Anteil bereits auf über 30% gestiegen. Für die Zukunft ist 
die Haltbarkeit der implantierten Klappen daher zweifelsfrei von enormer klinischer 
Bedeutung. In der aktuellen Literatur liegen nur sehr wenige Daten hinsichtlich der 
Langzeitergebnisse bezüglich der Lebensdauer der T-AVI-Prothesen vor.20,43,49 
Auch wurde bis dato nicht erforscht, ob die unterschiedliche prä- und intraoperative 
Behandlung der Prothesen durch Crimping einen Einfluss auf die Klappen-
Haltbarkeit hat. In diesem speziellen Arbeitsschritt, dem Crimping, wird die 
Klappenprothese durch eine schraubstockartige Presse auf einen Ballonkatheter 
gedrückt und somit starken Kräften ausgesetzt, die das Gewebe der Klappen 
beschädigen könnten. Der Crimper presst die Klappe mit hohem Druck radial 
zusammen. Diesem Druck des Crimpers wird durch den Ballonkatheter von innen ein 
Widerstand entgegengesetzt, der ebenfalls Druck auf die Segel der Prothese ausübt.  
 
Da diese Auswirkungen für die rasant zunehmende Zahl an Implantationen 
zweifelsfrei von enormer klinischer Bedeutung sind, wurde in der folgenden Studie 
der Einfluss des Crimpings auf die Haltbarkeit von T-AKI-Prothesen untersucht. Dies 
wurde in Abhängigkeit vom Crimping bzw. der Crimping-Dauer vorgenommen.  
Die Hauptgründe für Fehlfunktion von Aortenklappenprothesen liegen laut Schoen et 
al. in der Kalzifizierung und der Beschädigung der extrazellulären Matrix des 
Prothesengewebes.30 Aus diesem Grund haben wir das Hauptaugenmerk dieser 
Studie auf den Einfluss des Crimpings auf das Verkalkungspotential und die 
strukturelle Integrität der Klappensegel der T-AKI-Prothesen gelegt. Beides könnte 
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durch die Krafteinwirkung des Crimpers auf das Prothesengewebe beeinträchtigt 
werden. 
Die Crimping-Dauer ist aus zwei Gründen wichtig: Falls sich ein Effekt abzeichnet, 
der mit der Dauer des Crimpings zunimmt, kann die Auswirkung besser mit dem 
Crimping in Zusammenhang gebracht werden. Hat die Dauer jedoch keinen Einfluss 
auf das Ergebnis, so könnte man versuchen, die Prothesen bereits in gecrimpten 
Zustand zu liefern. Das hätte den Vorteil, dass bei einer missglückten Implantation 
sofort und ohne Zeitverlust eine zweite Prothese in die Erste platziert werden könnte. 
Dieses Prinzip nennt man Valve-in-a-Valve. Dem Patient würde dies eventuell eine 
Notfall-Operation mit Sternotomie ersparen. Als Nebeneffekt wäre eine sterile Person 
weniger am OP-Tisch notwendig. Das Prinzip wird derzeit in mehreren Studien 
erprobt.50–52 
 
Als Kontrolle wurde eine Standard-Aortenklappenprothese verwendet, die täglich 
beim konventionellen Aortenklappenersatz zum Einsatz kommt. Dafür wurde die 
Edwards Perimount Magna Aortenherzklappe (Abb. 3) ausgewählt. Sie wird mit dem 
gleichen Antimineralisation-Verfahren (ThermaFix) wie die Sapien XT vorbehandelt.35 
 
Aus ethischen Gründen ist dieser Versuch nicht an Menschen durchführbar. Deshalb 
wurde für die Untersuchung das subkutane Rattenmodell gewählt. Es ist ein 
standardisiertes experimentelles Modell, das häufig zur Untersuchung von 
Herzklappenprothesen verwendet wird. Dabei werden jungen Ratten Gewebeproben 
in separate subkutane Taschen implantiert. Nach nur dreimonatiger Implantationszeit 
erreichen die Proben die maximal mögliche Kalzifikation. Im Menschen entspricht 
dies ungefähr einem Zeitraum von 10 Jahren.29,53,54 Anschließend werden die 
Gewebeproben bezüglich Verkalkung und Schädigung der kollagenen Fasern 
untersucht. 
Der Antrag auf Genehmigung eines Versuchsvorhabens (Antragsnummer TVV 43/08) 
nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes wurde bei der zuständigen Behörde gestellt 
und die entsprechende Genehmigung erteilt.  
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Abbildung 8: Skizzierung des Studiendesigns 
 
 
 
 
 
2 Material und Methoden 
 
2.1 Studiendesign 
 
Die subkutane Implantation von Gewebe in jungen Ratten ist ein bewährtes 
Tiermodell zur Kalzifikationsanalyse von Herzklappenprothesen.29,31,55 Die Versuche 
wurden am Medizinisch Experimentellen Zentrum (MEZ) der Universität Leipzig 
durchgeführt. Die Einrichtung verfügt über die technische und räumliche Ausstattung, 
die alle gesetzmäßigen Voraussetzungen für das operative Verfahren und die 
artgerechte Haltung von Versuchstieren bietet. 
Die Tiere wurden gemäß der Richtlinien und Vorgaben des deutschen 
Tierschutzgesetztes sowie des Guide for Care and Use of Laboratory Animals 
(National Institutes of Health Publication 85-23, revised 199656) behandelt. 
Die Studie wurde an 15 männlichen Sprague-Dawley-Ratten durchgeführt, die zu 
Versuchsbeginn exakt drei Wochen alt waren.  
Vor Versuchsbeginn wurden 20 Sapien-Prothesen (Abb. 7) in vier Gruppen unterteilt, 
die sich in der Crimping-Dauer unterschieden. (Abb. 8) Gruppe 1 wurde nicht 
gecrimpt, Gruppe 2 für 1 Stunde, Gruppe 3 für einen Tag und Gruppe 4 für einen 
Monat gecrimpt. Als Kontrollgruppe wurde die Perimount Magna AK (Abb. 3) 
verwendet. Die Klappensegel wurden exzidiert und jeder Ratte eine Gewebeprobe 
aller fünf Gruppen implantiert. 
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Abbildung 9: Crimper mit Sapien 
(Edwards Lifesiences) 
 
 
Abbildung 10: Platzhalter wird in die 
vorgepresste Klappe in 
Flussrichtung 
eingeführt. 
 
 
Nach einer Implantationszeit von 12 Wochen wurden die Proben explantiert und auf 
Verkalkung und strukturelle Degeneration untersucht.  
 
Zusätzlich wurde von jeder Gruppe eine weitere Klappe vorbereitet und anschließend 
unimplantiert der histologischen Analyse zugeführt. Diesem Ansatz liegt zu Grunde, 
dass Fragmentierungen des Gewebes bereits vor Implantation sichtbar sein müssten 
und Initiator von Verkalkungsherden sein könnten. Bei unerwartet starker Verkalkung 
können diese Präparate außerdem zur Orientierung bei der histologischen Analyse 
der implantierten Exemplare dienen. 
 
2.2 Präparation der Herzklappenprothesen 
 
Es gibt drei Größen der Edwards Sapien Prothese: 23, 26 und 29mm. In diesem 
Versuch wurde die 26mm-Prothese verwendet. Je nach Prothesengröße variiert die 
eingestellte Größe des Crimpers, mit dem die Klappe auf den Ballon gepresst 
werden kann. Bei Lieferung befindet sich die 
Klappe in einer 0,625%igen Glutaraldehyd-
Lösung. 
Die Präparation der Herzklappenprothesen 
erfolgte in standardisierter Abfolge, wie es auch 
bei einer Implantation im Menschen geschieht. 
Das bedeutet, dass zuerst ein steriler 
Arbeitsplatz geschaffen wurde. Die Edwards Sapien XT wurde aus dem 
Originalbehälter entnommen und in einer Nierenschale drei Mal für jeweils zwei 
Minuten mit Aqua destillata gespült. Durch diesen Arbeitsschritt wird das restliche 
Glutaraldehyd entfernt und das Gewebe wird 
weicher. 
Anschließend wurde die Herzklappe in den 
Crimper eingelegt (Abb. 9) und der Hebel des 
Crimpers bis auf ein Uhr bewegt (Abb. 10), das 
heißt, die Klappe bereits vorgepresst. An dieser 
Stelle wird normalerweise der Ballonkatheter 
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Abbildung 11: Einführen des Ballonkatheters, halb dilatiert und voll dilatiert 
 
 
 
Abbildung 12: Zuschneiden und Aufbewahren der Klappensegel 
 
 
eingeführt und der Hebel dann bis zum Ende umgelegt. Die Klappe wäre dann 
normalerweise für die Implantation fertig vorbereitet. Da die Prothese in gecrimptem 
Zustand nochmal gelagert werden musste, wurde zur Simulierung des 
Innenwiderstands anstelle des Katheters ein gleichgroßer Platzhalter benutzt (Abb. 
10). Danach wurden die präparierten Prothesen wieder in die Originalflüssigkeit 
zurückgegeben.  
Das Crimpen der Gruppen wurde zeitlich so koordiniert, dass alle Klappen am Tag 
der Implantation dilatiert werden konnten; d.h. die eben beschriebene Präparation 
fand genau einen Monat, einen Tag und eine Stunde vor der Implantation für jeweils 
fünf Prothesen statt. Somit konnte am Tag der Implantation der im Folgenden 
beschriebene Dilatationsvorgang für alle gecrimpten Klappenprothesen gleichzeitig 
durchgeführt werden. 
Auch bei diesem Vorgang wurde steril gearbeitet. Die gepressten 
Aortenklappenprothesen wurden hierzu erneut drei Mal über die Dauer von zwei 
Minuten mit Aqua destillata gespült, leicht vorgedehnt und anschließend der 
Platzhalter vorsichtig durch einen Ballonkatheter ausgetauscht. Die Dilatation der 
gepressten Sapien-Klappen erfolgte durch Inflation des Ballons mit Aqua destillata. 
Die einzelnen Schritte sind in Abbildung 11 dargestellt.  
Im letzten Vorbereitungsschritt wurden alle Klappensegel nach Gruppen sortiert, 
exzidiert und bis zur Implantation in Acqua destillata aufbewahrt (Abb. 12). Die 
Klappen der beiden nicht gecrimpten Gruppen wurden ebenfalls in oben genannter 
Reihenfolge ohne Crimping vorbereitet, exzidiert und aufbewahrt.  
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2.3 Chirurgisches Vorgehen 
2.3.1 Implantation 
 
Die Operationen wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Für die 
Anästhesie während des Eingriffs wurde eine Gasnarkose mit Isofluran gewählt. Zur 
Beimischung des Gases wurde ein VIP Vet Matrx Vaporizer (Midmark Corporation, 
Ohio, Usa) benutzt. Die Narkose wurde in einer Induktionskammer unter 4-5%iger 
Isofluran-Beimischung eingeleitet. Bei ausreichender Narkosetiefe wurde die Ratte 
auf die Arbeitsfläche transferiert und die Narkose über eine Kopfkammer mit 2-3% 
Isofluran fortgesetzt. Die Extremitäten wurden fixiert und das Tier anschließend mit 
einem Langhaarschneider dorsal geschoren. Mit handelsüblicher Enthaarungscreme 
(Isana Rossmann, Burgwedel, Deutschland) wurden die restlichen Haare entfernt. 
Danach wurde das Operationsgebiet steril abgewaschen und abgedeckt. 
Mit einem sterilen Hautskalpell wurden paravertebral fünf 1-cm-lange Inzisionen (drei 
links, zwei rechts) vorgenommen und mit einer feinen Schere stumpf präpariert, so 
dass fünf subkutane Taschen entstanden (Abb. 13). Es wurde besonderer Wert 
darauf gelegt, dass zwischen den Taschen keine Verbindung bestand.  
Im nächsten Arbeitsschritt wurden die Präparate - von jeder Gruppe eine Probe - in 
die Taschen eingelegt. Dies wurde immer in der gleichen Reihenfolge durchgeführt. 
Es wurde besonders darauf geachtet, dass die Klappensegel knick- und faltenfrei  in 
den Taschen lagen.  
Die Haut wurde schließlich durch Einzelkopfnähte mit einem 4-0 Prolene-Faden 
(Ethicon, Johnson & Johnson Medical, Norderstedt, Deutschland) verschlossen und 
die Nahtstelle mit einem herkömmlichen Sprühpflaster bedeckt. 
Die Tiere wurden nach der Operation in ihren Käfig zurückgegeben und die 
Körpertemperatur durch eine Wärmeplatte angehoben. Zur postoperativen Analgesie 
bekam jedes Tier drei Mal 0,1ml Novalgin für zwei Tage. Die Ratten wurden täglich 
 
Abbildung 13: Scheren, Steriles Waschen + Abdecken, Hautinzision, Operationsergebnis 
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Abbildung 14: Zuschneiden der Präparate 
 
bezüglich typischen Schmerzverhaltens wie Kratzen, Lecken oder Beißen 
beobachtet. Zusätzlich wurden die Wunden täglich kontrolliert. 
2.3.2 Explantation 
 
Zwölf Wochen nach Implantation erfolgte die Explantation des Versuchsmaterials.  
Die Versuchstiere wurden nach oben genanntem Protokoll narkotisiert. Anschließend 
wurden die Nahtstellen eröffnet, die Proben aufgesucht und vorsichtig, unter 
Vermeidung von grober Berührung und mechanischem Stress, explantiert. 
Intraoperativ wurde von jeder Ratte eine Blutprobe akquiriert.  
Nach Gewinnung des Probenmaterials wurden die Ratten unter tiefer Sedierung 
eingeschläfert.  
Sofort im Anschluss an die Explantation 
wurden die Präparate für die weitergehende 
Analyse vorbereitet. Dazu war es nötig jedes 
Präparat horizontal - wie in Abbildung 14 
schematisiert dargestellt - in drei Teile zu 
scheiden. Der apikale Teil wurde in Behälter 
mit isotonischer NaCl-Lösung für die Kalzium-Bestimmung, der basale Teil in 4%ige 
Formaldehyd-Lösung für die Histologie und der kleine, mittlere Teil wurde in 3%ige 
Glutaraldehyd-Lösung für die elektronenmikroskopische Analyse gebettet. Durch den 
horizontalen Schnitt kann man mehr über die strukturellen Schäden aussagen, da die 
Längsfasern des Bindegewebes angeschnitten werden. Es ist anzunehmen, dass die 
Verkalkung des Gewebes im subkutanen Modell, anders als beim Großtiermodell, an 
allen Stellen des Präparates gleich ist. Daher ist die Schnittführung für die 
Kalziumbestimmung nicht entscheidend, wohl aber für die Histologie. 
 
2.4 Analyse 
2.4.1 Serum-Kalzium 
 
Die 15 Blutproben wurden nach Entnahme ohne Gerinnungshemmer in 2ml 
Eppendorf-Behälter gefüllt und für mindestens 60 Minuten stehen gelassen. Alle 
Proben wurden dann zusammen bei 3800 U/min für zehn Minuten zentrifugiert. 
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Schließlich wurde das Serum abpipettiert und die photometrische Serum-Kalzium-
Bestimmung am tiermedizinischen Labor der Universität Leipzig durchgeführt. In der 
Einleitung wurde ein hohes Serum-Kalzium bereits als Risikofaktor für die AS 
benannt. Entsprechend könnte auch im Tierversuch ein erhöhter Serum-
Kalziumspiegel mit einem erhöhten Verkalkungsgrad in Zusammenhang gebracht 
werden. Die Ergebnisse werden in mmol/L angegeben. 
 
2.4.2 Kalzium-Bestimmung 
 
Die Bestimmung des Kalziumgehalts der Gewebeproben wurde von einem 
unabhängigen Labor durchgeführt. Die Untersuchung fand unter Verblindung statt. 
Dem Labor wurde bis zum Ende der Studie keine Information über Ziel und Zweck 
der Messungen mitgeteilt.  
Als Kontrolle wurde von jeder Gruppe ein nicht implantiertes Klappensegel 
mitanalysiert, um einen Ausgangskalziumwert zu ermitteln. 
Die Kalzium-Bestimmung umfasste mehrere Schritte. Zunächst musste das Material 
getrocknet werden. Bei einem Testlauf vor Beginn der Studie wurde festgestellt, dass 
für die Trocknung dieser Präparate eine besonders schonende Methode nötig ist. 
Deshalb wurde hier das Verfahren der Gefriertrocknung, die sog. Lyophilisation, 
angewandt. Die Vermeidung von hohen Temperaturen führt zu einer effektiven, aber 
schonenden Elimination des Wassergehalts. Kennzeichnend für diesen Vorgang ist, 
dass die Proben, nach ausreichender Spülung, zuerst tiefgefroren werden, und die 
Wassermoleküle im Anschluss bei Erwärmung direkt in den Gaszustand sublimieren. 
Stark gebundene Moleküle werden danach während einer kurzen Zeit im Exsikkator 
verdampft.  
Die getrockneten Proben wurden mit einem Säuregemisch aufgelöst, und der 
Kalziumgehalt im Verhältnis zum Trockengewicht mittels optischer 
Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES: Inductively 
coupled plasma optical emission spectrometry) gemessen. Mit dieser Methode lässt 
sich der Kalziumgehalt auch von kleinen Proben sehr genau bestimmen. Sie wird 
daher bei dieser Art von Studie seit Jahren angewendet.54,55,57,58  
Die Ergebnisse werden in Milligramm/Gramm Trockengewicht (mg/g Trockengewicht) 
angegeben. 
 26 
 
2.4.3 Histologie 
Lichtmikroskopie 
 
Die Herstellung und Beurteilung der histologischen Präparate wurde in 
Zusammenarbeit mit dem Institut für Veterinärpathologie der Universität Leipzig 
vorgenommen. Dort erfolgte die Auswertung der Proben ebenfalls verblindet.  
Die in Formaldehyd fixierten, repräsentativen Proben wurden routinemäßig in 
Paraffin eingebettet und anschließend mit dem Mikrotom zugeschnitten. Die 3 µm 
dicken Schnitte wurden auf Objektträger aufgezogen und mittels der Hämatoxylin-
Eosin (HE)-Färbung  bzw. der von-Kossa-Färbung nach Standardverfahren gefärbt.  
Die HE-Färbung wurde angewandt, um eine Übersicht über das Präparat zu 
gewinnen und vor allem um Aussagen über die kollagenen Fasern zu machen. 
Außerdem wurden die Präparate auf Entzündungsprozesse sowie dafür typische 
Zellen untersucht. 
Die von-Kossa-Färbung diente dem Nachweis von Kalziumeinlagerungen. Diese 
werden schwarz-violett hervorgehoben. Die Zellkerne werden rötlich gefärbt und das 
Zytoplasma rosa. Die Ausdehnung der verkalkten Areale wurde lichtmikroskopisch 
mittels eines interaktiven digitalen Bildanalysesystems (Olympus DP-Soft, Soft 
Imaging System GmbH, Münster, Germany) in mm2 gemessen. 
Darüber hinaus kam die modifizierte Pikrosiriusrot-Färbung zur Anwendung. Die 
Pikrosiriusrot-Lösung wird aus 10ml 1%iger Siriusrot-Lösung und 90ml wässriger, kalt 
gesättigter Picrinsäure-Lösung hergestellt. Vor Verwendung muss das Gemisch 24 
Stunden reifen.  
Zur Einfärbung wurden die Präparate durch Xylol und eine absteigende Alkohol 
Reihe (100%, 96%, 80%, 70%, 50%) zuerst entparaffiniert, mit Wasser gespült und 
dann zehn Mal kurz in 3%ige Essigsäure getaucht. Im Anschluss erfolgten insgesamt 
vier Färbungen unterschiedlicher Dauer. Zunächst geschah dies für 30 Minuten mit 
1%iger Alzianblau-Lösung. Nach dreiminütiger Spülung mit Wasser und zehnfachem 
Eintauchen in 70%igem Ethanol folgte die zweite Färbung mit Aldehydfuchsin-
Lösung für 45 Minuten. Zur Auswaschung des überschüssigen Aldehydfuchsin 
wurden die Objektträger erneut drei bis vier Mal in 70%igen Ethanol getaucht und 
anschließend drei Minuten mit Leitungswasser gespült. Beim nächsten Arbeitsschritt 
wurden die Präparate in Hämatoxylin (zehn Minuten) gefärbt und hinterher erneut für 
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drei Minuten mit Wasser gespült. Als letzter und wichtigster Schritt wurde eine 30-
minütige Färbung in 0,1%iger Pikrosiriusrot-Lösung angeschlossen. Anschließend 
wurden die Objekte mit 0,1%iger Salzsäure gewaschen und in einer aufsteigenden 
Alkoholreihe (2x 96%, 2x 100%) entwässert. Nach einer kurzen Phase in Xylol war 
der Färbeprozess abgeschlossen und die Präparate wurden eingedeckt.  
Ergebnis dieses Prozesses ist, dass die kollagenen Fasern rot und gut 
differenzierbar angefärbt werden. In polarisiertem Licht kann man Typ I-Fasern (rot-
gelb) von Typ III-Fasern (grün) unterscheiden und genau beurteilen. Elastische 
Fasern werden leuchtend violett, glatte Muskelfasern gelb, Mastzellen leuchtend blau 
und die Zellkerne braun angefärbt. 
Die Irregularität bzw. die Fragmentierung der kollagenen Fasern wurde sowohl in der 
HE- als auch in der mod. Pikrosiriusrot-Färbung in Schweregrade unterteilt. Jedes 
Präparat wurde in nicht, geringgradig, mittelgradig und hochgradig irregulär bzw. 
fragmentiert eingeteilt. 
 
Die nicht implantierten Klappensegel wurden nach dem Einbetten und Zuschneiden 
mit Hämatoxylin-Eosin und modifiziertem Pikrosiriusrot gefärbt. Bei der Untersuchung 
dieser Präparate wurde vor allem auf die Fragmentierung und Irregularität der 
kollagenen Fasern geachtet.  
Elektronenmikroskopie 
 
Für die elektronenmikroskopische Analyse wurde das in 3%igem Glutaraldehyd 
fixierte Material routinemäßig in Epon 100 eingebettet und mit Uranylacetat und 
Tannin kontrastiert. Durch das Elektronenmikroskop kann nur die Ultrastruktur des 
Gewebes beurteilt werden. Verkalkungen lassen sich hier nicht darstellen. Die 
Untersuchung hat daher rein exemplarischen Charakter und dient der Verdeutlichung 
der lichtmikroskopischen Ergebnisse.  
 
2.4.4 Statistik 
 
Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit SPSS Statistics (IBM, New York, USA) 
und Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Washington, USA).  
Als signifikant wurden Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,01 
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gewertet.  
Bei der Serum-Kalzium-Bestimmung wurde der Mittelwert mit Standardabweichung 
bestimmt.   
Für die Auswertung der Verkalkung (histologisch und chemisch) wurden zunächst die 
Mittelwerte der Gruppen gebildet und mit Standardfehler in der Tabelle und dem 
Diagramm angegeben.  
Zur Feststellung von signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen sowohl bei 
der chemischen als auch bei der histologischen Kalziumbestimmung wurden die 
Werte zunächst auf Normalverteilung getestet. Dazu kamen der Spearman-Test und 
die graphische Darstellung in einem Histogramm zur Anwendung. Im Falle einer 
Normalverteilung wurde ein einfacher T-Test angewendet. Bei Nicht-Normalverteilung 
wurde der Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen durch den Friedman-Test 
ermittelt. Das ist ein nicht parametrischer Test für mehrere verbundene Stichproben. 
Hier wird die Nullhypothese geprüft, die besagt, dass kein signifikanter Unterschied 
zwischen den Gruppen besteht. Wird diese angenommen, besteht folglich kein 
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Bei Ablehnung werden weitere 
statistische Tests nötig, um herauszuarbeiten, zwischen welchen Gruppen diese 
Signifikanz vorliegt.  
Bei der Analyse der Fragmentierung und Irregularität der Präparate wurden ebenfalls 
zunächst die Mittelwerte mit Standardabweichung berechnet und in einem Diagramm 
dargestellt. Anschließend wurde anhand der Ergebnisse eine Kreuztabelle gebildet. 
Diese gibt an, wie häufig die verschiedenen Schweregrade der Fragmentierung in 
den Gruppen vorkommen. Dabei lässt dies Rückschlüsse auf die Gleich- bzw. 
Ungleichverteilung der Gradeinteilungen auf die verschiedenen Gruppen zu. Mit Hilfe 
dieser Kreuztabelle wird dann der Exakte Test nach Fisher durchgeführt, um die 
Gruppen miteinander zu vergleichen. Bei Annahme der Nullhypothese besteht kein 
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Bei Ablehnung wurde der 
Wilcoxon-Test als nicht parametrischer Test für zwei verbundene Stichproben 
angewendet, um herauszufinden, zwischen welchen Gruppen signifikante 
Unterschiede bestehen. 
  
Die Korrelation der Einzelmesswerte unterschiedlicher Verfahren wurde ebenfalls 
untersucht. Im Falle von Normalverteilung, Intervallskalierung und linearem 
Zusammenhang kann dafür der Pearson-Test angewendet werden. Bei fehlender 
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Normalverteilung wird eine bivariate Korrelationsanalyse nach Spearman 
durchgeführt, die auch bei nicht linearem Zusammenhang sowie bei 
Ordinalskalierung zulässig ist. 
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Ratte Nr.:  R 1 R 2 R 3 R 4 R 5 R 6 R 7 R 8 R 9 R 10 R 11 R 12 R 13 R 14 R 15 
Ca in mmol/l 2,7 2,7 2,5 2,5 2,7 2,7 2,3 2,6 2,7 2,7 2,6 2,5 2,7 2,6 2,6 
Tabelle 2: Kalziumspiegel im Rattenserum in mmol/L 
 
3 Ergebnisse 
 
3.1 Chirurgie 
 
Sowohl während der Implantation als auch bei der Explantation der Klappenproben 
ergaben sich keine Schwierigkeiten. Allen 15 Ratten konnten die Proben erfolgreich 
implantiert werden. Postoperativ zeigten sich weder Hinweise auf Schmerzen noch 
auf Wundinfektionen bei den Versuchstieren.  
Zum Zeitpunkt der Explantation waren alle Ratten am Leben. 
Die Präparate waren bei den meisten Tieren leicht aufzufinden. Nur jeweils ein 
Präparat der Gruppe Sapien Tag und der Gruppe Magna wurden nicht aufgefunden. 
Möglicherweise wurden sie durch Bewegung der Ratten stark disloziert.  
 
3.2 Analyse 
3.2.1 Serum-Kalzium 
 
Das Ergebnis der Bestimmung des Serum-Kalziumspiegels der Ratten ist in Tabelle 2 
aufgelistet. Im Mittel lag der Kalziumspiegel bei 2.59 mmol/L mit einer 
Standardabweichung von 0,12 mmol/L. Die interindividuelle Streuung des Serum-
Kalziums ist bei der gemessenen Standardabweichung sehr gering. 
 
3.2.2 Kalziumgehalt der Gewebeproben 
 
Die Ergebnisse der Kalziumbestimmung in den Gewebeproben, die mittels ICP-
Emissionsspektrometrie von einem unabhängigen Labor unter Verblindung 
durchgeführt wurde, sind in Tabelle 3 als Mittelwerte der Gruppen mit Standardfehler 
angegeben. Ein Präparat der Gruppe Sapien Monat hatte einen zu großen 
Trocknungsverlust, so dass kein Kalzium gemessen werden konnte. Der 
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Gruppe     mg/g Trockengewicht ± Standardfehler 
Magna 53,3 ±17,3 
Sapien ungecrimpt 64,0 ±19,3 
Sapien Stunde 14,8 ±  8,8 
Sapien Tag 12,0 ±  6,5 
Sapien Monat 41,0 ±13,0 
Tabelle 3: Kalziumgehalt der Gewebeproben in mg/g Trockengewicht
    Mittelwerte der Gruppen mit Standardfehler 
 
 
Abbildung 15: Kalziumgehalt in mg/g Trockengewicht     
Mittelwerte der Gruppen mit Standardfehler 
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Kalziumgehalt der Kontrollproben, also der nicht implantierten Klappensegel, betrug 
für alle Gruppen 0 mg/g Trockengewicht.  
 
 
 
 
 
 
 
In Abbildung 15 sind die Werte anhand eines Balkendiagramms dargestellt. Die 
Ergebnisse wurden zunächst auf Normalverteilung getestet. Die Annahme einer 
Normalverteilung wurde durch den Spearman-Test sowie durch graphische 
Darstellungen im Histogramm abgelehnt. Diese Tatsache wird auch durch die große 
Streuung der Werte klar, die sowohl intra- als auch interindividuell auftrat. Zwischen 
den Präparaten einer Ratte gab es Schwankungen im Kalzium-Wert von bis zu 
200mg/g Trockengewicht. Innerhalb einer Gruppe wurde ein Unterschied von 
maximal 220mg/g Trockengewicht gemessen. 
Aus diesem Grund wurde der Friedman-Test zur Auswertung der Messwerte 
herangezogen. Die Nullhypothese wurde mit dem Friedman-Test geprüft und 
angenommen. Folglich bestehen keine signifikanten Unterschiede im Kalziumgehalt 
pro Gramm Trockengewicht zwischen den Gruppen. Es lässt sich lediglich der Trend 
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erkennen, dass die ungecrimpten mehr Kalzium enthalten, als die gecrimpten 
Klappensegel. 
 
3.2.3 Histologie der nicht implantierten Klappen 
 
Die ungecrimpte Standardklappe Magna (Abb. 16) besteht aus regulär leicht wellig 
angeordneten Kollagenfasern, die kompakt aneinander liegen. Die Querstreifung der 
Kollagenfasern ist gut erkennbar. Gelegentlich sind geringe Mengen an elastischen  
 
Fasern eingelagert. Es finden sich wenige Fibrozyten und vereinzelte kleine Gefäße. 
Die Ultrastruktur von Fibroblasten und Gefäßen ist durch eine mittelgradige Autolyse 
gekennzeichnet. 
 
Die ungecrimpte Sapien-Klappe besteht aus regulär leicht wellig angeordneten 
Kollagenfasern, die überwiegend kompakt aneinander liegen. Multifokal weichen die 
Fasern jedoch auseinander und es sind einzelne Fragmentierungen erkennbar. Die 
Querstreifung der Kollagenfasern ist gut erkennbar. Gelegentlich sind geringe 
Mengen an elastischen Fasern eingelagert. Es finden sich wenige Fibrozyten und 
vereinzelte kleine Gefäße. Die Ultrastruktur von Fibroblasten und Gefäßen ist durch 
eine mittelgradige Autolyse gekennzeichnet. 
 
Abbildung 16: Magna Standardklappe A) in lichtmikroskopischer (lm.) Darstellung in mod. Pikro-
Färbung mit intakten wellig kompakt angeordneten Kollagenfasern (a) und leuchtend 
violett angefärbten elastischen Fasern (b); B) in elektronenmikroskopischer (em.) 
Darstellung mit  elastischen Fasern (b) und quergestreiften kollagenen Fasern (c). 
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Abbildung 17: 1 Tag gecrimpte Sapien A) in mod. Pikro-Färbung in lm. Darstellung mit überwiegend 
stark divergierenden Kollagenfasern (a), wenigen noch kompakt angeordneten 
Kollagenfasern (b) und zahlreichen Fragmentierungen der kollagenen Fasern (Pfeile); 
B) die  em. Darstellung zeigt Kollagenfasern (c) mit Fragmentierungen (Pfeile) und 
vereinzelt elastischen Fasern (d). 
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Die eine Stunde gecrimpte Sapien-Klappe besteht aus wellig angeordneten 
Kollagenfasern, die nur teilweise kompakt aneinander liegen. Multifokal weichen die 
Fasern jedoch auseinander und es sind zahlreiche Fragmentierungen erkennbar. Die 
Querstreifung der Kollagenfasern ist teilweise gut erkennbar.  
 
 
Die einen Tag gecrimpte Sapien-Klappe (Abb. 17) besteht aus sehr wellig 
angeordneten Kollagenfasern, die nur teilweise kompakt aneinander liegen. 
Multifokal weichen die Fasern jedoch stark auseinander und es sind zahlreiche 
Fragmentierungen erkennbar. Die Querstreifung der Kollagenfasern ist kaum noch 
erkennbar. 
 
Die einen Monat lang gecrimpte Sapien-Klappe weist lichtmikroskopisch keine 
wesentlichen Unterschiede im Vergleich zum Präparat der Gruppe Sapien Stunde 
auf. 
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Abbildung 18: Beispiel eines Präparats in von-Kossa-Färbung mit welligen, 
kompakt angeordneten Kollagenfasern (a), teils frag-
mentierten Kollagenfasern (b), Plaque-artiger Verkalkung (c) 
und feinstaubiger Verkalkung (Pfeil). 
 
 
a
b
c
3.2.4 Histologie der implantierten Klappen - Verkalkung 
 
Die Ratten 1 und 14 wurden für die statistischen Analysen nicht mit einbezogen, da 
die extreme Verkalkung der Implantate nicht repräsentativ erschien. 
 
Abbildung 18 zeigt ein Präparat der Gruppe Sapien Stunde nach von-Kossa gefärbt. 
Die teils noch intakten Kollagenfasern sind gut zu erkennen. Im unteren Teil des 
Bildes stellen sich die Fasern fragmentiert dar. Außerdem sind zwei verschiedene 
Verkalkungstypen - Plaque-artig und feinstaubig - erkennbar. Die Analyse der 
verkalkten Areale erfolgte, wie beschrieben, mittels digitaler Bildanalyse und ist im 
Diagramm in Abbildung 19 wiedergegeben. Gemessen wurde die Fläche der 
Verkalkung in mm2.  
 
Auch hier wurden die Messwerte zunächst auf Normalverteilung geprüft. Nach 
Durchführung der oben genannten Tests musste die Annahme der Normalverteilung 
jedoch verworfen werden. Bei der histologischen Messung der Verkalkung war die 
Streuung sowohl innerhalb der Gruppen als auch innerhalb eines Tieres teilweise 
sehr groß. Die maximale Differenz innerhalb einer Gruppe bzw. eines Tieres betrug 
16 mm2. Zur Feststellung von Unterschieden zwischen den Gruppen kam daher der 
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Friedman-Test zur Anwendung. 
Die Nullhypothese H0 nimmt an, dass zwischen den Gruppen keine Unterschiede in 
der Fläche der Verkalkung bestehen. Diese wurde mit dem Friedman-Test geprüft 
und angenommen. Folglich konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
Gruppen bezüglich der Fläche der Verkalkung nachgewiesen werden.  
Es wurden die Mittelwerte gebildet und diese in unten stehendem Diagramm mit 
Standardfehler abgebildet. Hier lässt sich lediglich der Trend erkennen, dass die 
ungecrimpten Klappensegel stärker verkalkten als die gecrimpten Klappensegel. 
 
3.2.5 Histologie der implantierten Klappen – Strukturanalyse 
 
Magna Standardklappe ungecrimpt: 
 
Die Implantate dieser Klappe wiesen überwiegend eine gut erhaltene Struktur auf 
(Abb. 21). Die Implantate sind von einer dünnen Kapsel eines ausgereiften 
fibroangioblastischen Granulationsgewebes umgeben. An den schmalen Seiten der 
Implantate findet sich eine mittelgradige Infiltration mit Makrophagen und 
Riesenzellen, die versuchen die Kollagenfasern zu phagozytieren. In sieben von 13 
Fällen fanden sich Verkalkungen. 
 
Abbildung 19: Fläche der Verkalkung in mm2 Mittelwerte mit Standardfehler. 
Zwischen den Gruppen bestanden keine signifikanten 
Unterschiede. 
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Abbildung 20: 1 Stunde gecrimpte Sapien-Klappe in 
em. Darstellung mit Makrophage (a), 
elastischter Faser (b) und kollagenen 
Fasern (c), die teils fragmentiert sind 
(Pfeile). 
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b
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Sapien ungecrimpt: 
 
Die Implantate dieser Klappe wiesen multifokal kleine Fragmentierungen der 
Kollagenfasern auf und die Struktur erschien geringgradig irregulär. 
Die Implantate sind von einer dünnen Kapsel eines ausgereiften 
fibroangioblastischen Granulationsgewebes umgeben. An den schmalen Seiten der 
Implantate finden sich eine mittelgradige Infiltration mit Makrophagen und 
Riesenzellen, die versuchen die Kollagenfasern zu phagozytieren. Multifokal finden 
sich auch in der Peripherie an den langen Seiten der Implantate kleine Granulome 
mit intraläsionalen Haaranschnitten. In neun von 13 Fällen fanden sich 
Verkalkungen. 
 
Sapien 1 Stunde gecrimpt: 
 
Die Implantate dieser Klappe wiesen 
multifokal kleine Fragmentierungen 
der Kollagenfasern auf und die 
Struktur erschien geringgradig 
irregulär. 
Sie sind von einer dünnen Kapsel 
eines ausgereiften fibroangio-
blastischen Granulationsgewebes 
umgeben. An den schmalen Seiten 
der Implantate finden sich eine 
mittelgradige Infiltration mit 
Makrophagen und Riesenzellen, die 
versuchen die Kollagenfasern zu 
phagozytieren. Multifokal finden sich auch in der Peripherie an den langen Seiten der 
Implantate kleine Granulome mit intraläsionalen Haaranschnitten. In fünf von 13 
Fällen fanden sich Verkalkungen.  
Die Ultrastruktur dieses Präparats ist exemplarisch in Abbildung 20 zu sehen. Die 
Fragmentierung der Fasern ist hier gut zu erkennen. 
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Abbildung 21: A) Magna Standardklappe in mod. Pikro-Färbung mit gut erhaltener Struktur der wellig 
kompakt angeordneten Kollagenfasern (a), violett angefärbten elastischen Fasern (b) und 
randständigem Granulationsgewebe (c); B) 1 Monat gecrimpte Sapien-Klappe in mod. Pikro-
Färbung mit hochgradig irregulärer Struktur (d) und zahlreichen Fragmentierungen (Pfeile). 
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Sapien 1 Tag gecrimpt:  
 
Die Implantate dieser Klappe wiesen zahlreiche kleine Fragmentierungen der 
Kollagenfasern auf und die Struktur erschien gering- bis mittelgradig irregulär.  
Neben den oben beschriebenen Befunden war arealweise eine geringgradige 
Infiltration der Implantate durch Makrophagen zu beobachten, die die Fragmente der 
Kollagenfasern zu phagozytieren versuchen. In fünf von 13 Fällen fanden sich 
Verkalkungen. 
 
Sapien 1 Monat gecrimpt: 
 
Die Implantate dieser Klappe wiesen zahlreiche Fragmentierungen der 
Kollagenfasern auf und die Struktur erschien hochgradig irregulär. (Abb. 21) 
Neben den oben beschriebenen Befunden war arealweise eine mittelgradige 
Infiltration der Implantate durch Makrophagen und einzelne Riesenzellen zu 
beobachten, die die Kollagenfaserfragmente zu phagozytieren versuchen. In fünf von 
13 Fällen fanden sich Verkalkungen. 
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Abbildung 23: Fragmentierung in Abhängigkeit der Crimping-Zeit,        
0 = nicht, 3 = hochgradig fragmentiert bzw. irregulär 
Mittelwerte mit Standardabweichung. 
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Abbildung 22: Einteilung der Fragmentierung / Irregularität in: nicht (opB=0), 
geringgradig (ggr=1), mittelgradig (mgr=2), hochgradig (hgr=3) 
fragmentiert / irregulär. 
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Das Ergebnis der Analyse von Fragmentierung und Irregularität der Präparate ist in 
Abbildung 23 dargestellt. Der Grad der Fragmentierung ist hier auf der Ordinate 
aufgetragen, wobei die Ziffer 0 für Präparate steht die keinen pathologischen Befund 
aufwiesen und die Ziffer 3 für Präparate mit hochgradiger Irregularität bzw. 
Fragmentierung. (Abb. 22)  
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Gradeinteilung Fragmentierung 
Gesamt nicht gering mittel hoch 
Gruppe Magna Anzahl 12 2 0 0 14 
Standardisierte Residuen 6,0 -1,0 -1,9 -2,0  
Sapien ungecrimpt Anzahl 1 11 2 1 15 
Standardisierte Residuen -1,0 3,2 -1,0 -1,5  
Sapien Stunde Anzahl 0 4 6 5 15 
Standardisierte Residuen -1,6 -,2 1,1 ,4  
Sapien Tag Anzahl 0 2 7 5 14 
Standardisierte Residuen -1,6 -1,0 1,8 ,6  
Sapien Monat Anzahl 0 2 4 9 15 
Standardisierte Residuen -1,6 -1,1 ,0 2,4  
Gesamt Anzahl 13 21 19 20 73 
Tabelle 4: Kreuztabelle von Gruppe und Grad der Fragmentierung. Die standardisierten Residuen geben 
die Abweichung von der erwarteten Häufigkeit an. Positive Werte stehen für häufiger, negative 
Werte für seltener als erwartet. 
 
 
 
 
Zur Auswertung der Messwerte wurde zunächst eine Kreuztabelle erstellt. Tabelle 4 
gibt an, wie häufig die verschiedenen Schweregrade der Fragmentierung in den 
Gruppen vorkamen. Für die Kreuztabelle wird die Nullhypothese H0 angenommen, 
die besagt, dass die Schweregrade in allen Gruppen gleich häufig auftreten. Die 
standardisierten Residuen geben an, wie stark die Anzahl von der erwarteten 
Häufigkeit abweicht, falls H0 wahr wäre. Positive Werte bedeuten, dass dieser Wert 
öfter auftrat als erwartet.  
In der ersten Zeile der Tabelle bei Magna und nicht fragmentiert steht eine 12 und 
darunter eine 6,0. Das bedeutet, dass bei der Gruppe Magna zwölf Präparate keine 
Fragmentierung aufwiesen. Das standardisierte Residuum von 6,0 sagt aus, dass 
dieser Wert bezüglich H0 häufiger auftrat. In der Gruppe Sapien ungecrimpt beträgt 
das standardisierte Residuum bei geringem Schweregrad 3,2, während es in der 
Gruppe Magna mit -1,0 sogar negativ ist. Das heißt, dass zwischen diesen Gruppen 
ein deutlicher Unterschied bezüglich der Häufigkeit einer geringen Fragmentierung 
vorliegt.  
Anhand dieser Kreuztabelle kann nun die Nullhypothese getestet werden.  Dafür 
wurde der Exakte Test nach Fisher durchgeführt. Dieser lehnte die Nullhypothese H0 
bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,01 ab. Dies bedeutet folglich, dass 
zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede bestehen. Im Anschluss wurde der 
Wilcoxon-Test als nicht parametrischer Test für zwei verbundene Stichproben 
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angewendet, um herauszufinden, zwischen welchen Gruppen signifikante 
Unterschiede vorliegen.  
Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,01 fanden sich für die Fragmentierung 
folgende in Tabelle 5 gezeigten signifikanten Unterschiede: 
Zwischen den Gruppen der gecrimpten Klappen Sapien Stunde, Sapien Tag und 
Sapien Monat lagen keine signifikanten Unterschiede vor. Allerdings ist in Abbildung 
23 ein Trend zu erkennen, nach dem die Fragmentierung und die Irregularität mit 
ansteigender Dauer des Crimping zunehmen. Auffällig ist vor allem auch der 
signifikante Unterschied zwischen den Gruppen Magna und Sapien ungecrimpt. 
 
3.2.6 Korrelation der Messwerte 
Korrelation von histologischer und chemischer Kalzium-Bestimmung 
 
In der vorliegenden Studie wurde die Verkalkung auf zwei unterschiedliche Arten 
quantifiziert. Dabei überrascht, dass bei einzelnen Präparaten in der histologischen 
Messung  keine Verkalkung gemessen wurde, in Messung mit der ICP-OES dagegen 
sogar 100 mg/g Trockengewicht. Das deutet auf eine unterschiedliche Genauigkeit 
der Messmethoden hin. Aus diesem Grund wurde die Korrelation der 
Einzelmesswerte untersucht. Die fehlende Normalverteilung lässt die Anwendung 
des Pearson-Tests nicht zu. Deshalb wurde eine bivariate Korrelationsanalyse nach 
Spearman durchgeführt. Der Test ergab eine signifikante Korrelation der Ergebnisse 
 
  Wilcoxon-Test        p-Wert 
    Sapien ungecrimpt <0,01 
Magna vs Sapien Stunde    <0,01 
    Sapien Tag   <0,01 
    Sapien Monat   <0,01 
          
    Sapien Stunde   <0,01 
Sapien ungecrimpt vs Sapien Tag   <0,01 
    Sapien Monat   <0,01 
Tabelle 5: Signifikante Unterschiede zwischen Gruppen bezüglich Fragmentierung.   
Wilcoxon-Test für 2 verbundene Stichproben. 
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von histologischer und chemischer Kalzium-Bestimmung mit einem Korrelations-
koeffizienten von 0,622. Damit kommen beide Methoden zu einem ähnlichen 
Ergebnis. 
Korrelation von Verkalkung und Fragmentierung 
 
Hätte der mechanische Stress einen großen Einfluss auf das Verkalkungspotential 
der Aortenklappenprothesen, so müssten die Präparate mit starker Fragmentierung 
auch besonders stark verkalkt sein. Um dies zu prüfen wurde eine bivariate 
Korrelationsanalyse zwischen der Fragmentierung und ICP-OES-Messung des 
Kalziums durchgeführt. Wieder kam der Spearman-Test zur Anwendung. Zwischen 
den Ergebnissen bestand keine signifikante Korrelation. Der errechnete 
Korrelationskoeffizient betrug 0,015. Demnach kann die Verkalkung in diesem 
Versuch nicht mit der Fragmentierung der Kollagenfasern in Zusammenhang 
gebracht werden.  
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4 Diskussion 
 
In den meisten chirurgischen Disziplinen geht die Forschung und Entwicklung neuer 
Techniken in den letzten Jahren vor allem hin zu minimalinvasiven Methoden. In der 
Herzchirurgie wird seit 2002 intensiv auf dem Gebiet kathetergestützter Verfahren 
geforscht. Diese ermöglichen es, Eingriffe am Herzen gänzlich ohne Sternotomie 
vorzunehmen. Besondere Aufmerksamkeit haben dabei die transapikale und 
transfemorale Aortenklappenimplantation erhalten, bei welchen eine 
Aortenklappenprothese mittels Katheter durch die Herzspitze oder die A. femoralis 
implantiert wird.  
Im Jahr 2010 wurden mehr als 3000 Herzklappen mittels Katheter-Technik 
implantiert. Das sind fast 25% aller isolierten Aortenklappenoperationen. 2011 stieg 
der Anteil sogar schon auf über 30% an. Vier Jahre vorher waren es nur 1,3%. Diese 
Zahlen zeigen, wie rasant sich diese neue interdisziplinäre Therapieform 
entwickelt.20,49 Aktuell handelt es sich bei diesen Therapien um Verfahren, die nur bei 
Hochrisikopatienten angewendet werden. Gründe hierfür sind unter anderen 
ungeklärte Fragen bezüglich der Langzeithaltbarkeit der neuen AK. Die vorliegende 
Arbeit hat sich mit diesem Thema befasst und ist bis dato die einzige Studie, die den 
Einfluss des Crimpings in Abhängigkeit von der Crimping-Dauer auf das 
Verkalkungspotential und die strukturelle Integrität der Katheterklappen untersucht.  
 
4.1 Diskussion der Methodik 
4.1.1 Das subkutane Rattenmodell 
 
Das in dieser Studie angewandte, subkutane Rattenmodell ist ein etabliertes 
Verfahren zur Untersuchung von Verkalkung und Degeneration von Herzklappen, 
das bereits seit 30 Jahren Anwendung findet.31 Die Anwendung dieses Modells ist 
weit verbreitet, auch über die Grenzen der Herzchirurgie hinaus. So wird es 
beispielsweise bei modernen Studien im Bereich des Tissue Engineering59 eingesetzt 
oder für die Untersuchung der Biokompatibilität neuer Materialien in der 
Traumatologie genutzt.60,61 In der Herzchirurgie wurde es vor allem zur Erforschung 
der pathophysiologischen Vorgänge bei der Verkalkung von Herzklappenprothesen 
angewandt. Außerdem wird das Modell häufig auch zur Evaluation von neuen 
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Antimineralisationsbehandlungen und dem Vergleich verschiedener Methoden 
herangezogen.31,55 Gerade für diese letzten zwei Punkte ist das subkutane 
Rattenmodell von besonderem Vorteil. Nachteilig ist hingegen, dass die implantierten 
Klappensegel nicht dem Blutstrom und den dort wirkenden Kräften ausgesetzt sind.  
 
Bei einer Evaluation des subkutanen Rattenmodells fanden Levy et al., dass die 
gewonnenen Proben sowohl in histologischer Struktur, Ultrastruktur als auch in der 
biochemischen Zusammensetzung vergleichbare Ergebnisse mit klinischen und 
experimentellen (zirkulatorischen) Modellen aufweisen.31  
Trotzdem sind manche Antimineralisationsbehandlungen im subkutanen Modell gut 
wirksam und bei anschließend durchgeführten zirkulatorischen in vivo-Versuchen 
ineffektiv.62 Auf Grund dieses Kritikpunkts wird die Aussagekraft des Modells häufig 
kontrovers diskutiert. Um den Stellenwert dieser Untersuchung richtig einschätzen zu 
können, muss man andere gängige Modelle mit diesem vergleichen und den 
gegenwärtigen Wissensstand bezüglich Ätiologie der Verkalkung betrachten.  
Nach den neuesten Erkenntnissen auf diesem Gebiet spielen viele Faktoren eine 
Rolle. Dazu gehören mechanischer Stress, passive Vorgänge wie Diffusion von 
Kalzium durch destruierte Zellwände, aber vor allem auch aktive Prozesse, die denen 
der Arteriosklerose sehr ähnlich sind. Wie bereits in der Einleitung erklärt, spielen 
auch Mediatoren des Knochenstoffwechsels eine Rolle in der Regulation dieser 
Mineralisationsprozesse.  
Der mechanische Stress, dem die Klappen im Blutstrom ausgesetzt sind, hat nach 
heutigem Forschungsstand einen geringeren Einfluss und wirkt nur verstärkend auf 
die Verkalkung der Herzklappenprothesen.29 Auch in diesem Versuch schien der 
mechanische Stress, der durch Crimping verursacht wurde, keinen Einfluss auf das 
Verkalkungspotential zu haben. Es bestand kein Zusammenhang zwischen 
Fragmentierung und Verkalkung der Proben. Der errechnete Korrelationskoeffizient 
betrug 0,015. 
Sicherlich bringen zirkulatorische Modelle an Schafen oder Schweinen die 
Ergebnisse mit dem größten prädiktiven Wert hervor. Es ist der Versuchsaufbau, der 
den Bedingungen im menschlichen Körper am nächsten kommt, da er alle 
Komponenten, die Einfluss auf die Verkalkung haben, beinhaltet. Dafür benötigen 
diese Modelle sehr viel Zeit, setzen einen voll ausgestatteten Operationssaal voraus 
und sind sehr kostspielig. Die Operation setzt zudem viel Erfahrung voraus. 
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Am einfachsten wären Modelle, die in vitro durchgeführt werden können, wie zum 
Beispiel mit einem Pulsduplikator. Bisher gibt es jedoch kein Modell dieser Art, das 
den gleichen Grad an Verkalkung erreicht wie das subkutane Rattenmodell. Aktive 
Mediatoren spielen beim Pulsduplikator überhaupt keine Rolle. Aus diesem Grund 
kam ein solches Modell für diesen Versuch nicht in Frage. 
Das subkutane Rattenmodell wird heutzutage häufig in der Erforschung neuer 
Substanzen und Verfahren gegen die Verkalkung von Herzklappenprothesen 
angewandt. Dabei wird es vor allem als eine Art Screening-Methode eingesetzt. Es 
ist ein Versuch, der mit relativ einfachen Mitteln in sehr kurzer Zeit durchgeführt 
werden kann. Das liegt an der akzelerierten Kalzifizierung der Gewebeproben in 
jungen Individuen, am schnellsten in jungen Ratten. Daher kann die Studie mit dem 
kurzen Implantationszeitraum von nur zwölf Wochen durchgeführt werden.31 Ein 
weiterer Vorteil für den Vergleich verschiedener Herzklappenproben bezüglich 
Verkalkung und Struktur liegt darin, dass in einem Individuum gleich mehrere 
Gewebeproben verglichen werden können, und so nicht nur die Versuchstieranzahl 
drastisch gesenkt werden kann, sondern insbesondere auch interindividuelle 
Schwankungen relativiert werden. Dies ist durch die Präparation mehrerer separater 
Taschen in einer Ratte möglich. Vielversprechende Ansätze werden dann nochmal in 
einem Großtiermodell untersucht.29  
 
Da der Einfluss des Crimping und der Crimping-Dauer auf die Struktur und das 
Kalzifizierungspotential der Transkatheter-Herzklappen noch nie untersucht wurde, 
war das subkutane Rattenmodell für diese Fragestellung bestens geeignet, um 
richtungsweisende Ergebnisse zu erlangen. Auf diese Weise war es außerdem 
möglich, verschiedene Gruppen gleichzeitig zu untersuchen. Dies war vorliegend 
wichtig, um die Zeit-Abhängigkeit des durch Crimping verursachten Schadens zu 
analysieren.  
Der Versuchsaufbau ist mit den meisten Studien, die das subkutane Rattenmodell 
benutzten, bezüglich der Implantationsdauer vergleichbar. Bei einer Studie von 
Mirzaie et al. lag diese ebenfalls bei zwölf Wochen, bei Narine et al. beispielsweise 
bei zehn Wochen.55,63  
Die Art der Narkotisierung der Ratten war bei den Studien unterschiedlich. Viele 
nutzten intraperitoneale Injektion von Anästhetika. Bei Mirzaie et al. wurde etwa eine 
Kombination aus Ketamin, Xylazin und Atropin für die intraperitoneale Applikation 
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verwendet.55 Lin, Yuan et al. verabreichten den Ratten Pentobarbital. Diese 
Unterschiede sind vermutlich auf die Ausstattung der Forschungseinrichtungen 
zurückzuführen. Ein Einfluss auf die Versuchsergebnisse ist nicht zu erwarten.61  
Die chirurgische Technik entsprach der Technik anderer Studien, allerdings gab es 
Unterschiede in der Position der Implantation. In manchen Studien wurde eine 
abdominelle subkutane Implantation bevorzugt.55,57 Jedoch fanden Mako et al. 
heraus, dass die Präparate in einer dorsalen Implantationslage stärker verkalken. In 
der abdominellen Position sind die Wunden außerdem für die Ratten erreichbar. Die 
Manipulation der Wunden durch die Tiere führte zu Wundinfektionen und vermehrtem 
Verlust von Proben.64 Aus diesen Gründen wurde in diesem Versuch die dorsale 
subkutane Implantation bevorzugt. 
 
4.1.2 Analytik 
 
Um eine Aussage über die Verkalkung von Herzklappenprothesen machen zu 
können, wird beim subkutanen Rattenmodell generell der Kalziumgehalt der Proben 
als entscheidender Parameter angesehen. Um diesen zu messen, kann man sich 
verschiedener Methoden bedienen. In fast allen Studien wird die Bestimmung von 
Kalzium mittels Atomspektrometrie durchgeführt. Die meisten Studien verwenden 
hierfür die Atomabsorptionsspektrometrie.55,64 In dieser Studie wurde die ICP-OES 
verwendet. Sie liefert ebenfalls genaue, reproduzierbare Ergebnisse, hat dazu aber 
noch kleinere Nachweisgrenzen und einen großen dynamischen Messbereich, 
allerdings sind die Kosten vergleichsweise höher.54,63  
Auch histologisch kann der Kalziumanteil in den Proben gemessen werden. Die 
Quantifizierung erfolgt hierbei standardmäßig in der von-Kossa-Färbung. Der Anteil 
kann subjektiv vom Untersucher in klein, mittel oder groß eingestuft werden. 
Zusätzlich gibt es aber auch die Möglichkeit, die Quantifizierung entweder durch eine 
computergestützte Messung der unterschiedlichen Graustufen des Präparats oder 
durch manuelle Markierung der verkalkten Areale vorzunehmen. Letzteres Verfahren 
wurde bei dieser Arbeit angewendet.65 Vorteil der ersten Methode ist, dass das 
Kalzium als Anteil der Fläche am Präparat gemessen wird, während bei der zweiten 
Methode nur eine Quadratmillimeterangabe gemacht wird. Dabei muss man davon 
ausgehen, dass die Schnitte der Klappensegel etwa gleich groß in der Fläche sind. 
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Nachteil der Graustufenanalyse ist wiederum, dass teilweise auch nicht verkalkte 
Areale falsch positiv gewertet werden. Bei der manuellen Markierung ist dies nicht 
der Fall, da der Untersucher klar zwischen Gewebe und Kalzium unterscheiden kann. 
Aus diesem Grund wurde diese Methode für den Versuch ausgewählt.  
Man muss einräumen, dass dieses Verfahren untersucherabhängige Fehler 
aufweisen kann. Um dies zu vermeiden, wurde die Messung verblindet und nur von 
einem erfahrenen Untersucher durchgeführt. Zusätzliche Fehler können auch durch 
Auswaschen von Kalziumkristallen während der Herstellung der Präparate auftreten. 
In manchen Arbeiten hat die Histologie rein exemplarischen Charakter. Die 
Darstellung der unterschiedlichen Verkalkungsarten steht dann im Vordergrund.54,63,66 
In diesem Versuch wurde Kalzium auch histologisch quantifiziert, um die Werte mit 
dem Ergebnis der Spektrometrie zu vergleichen. Dabei ergab sich ein 
Korrelationskoeffizient von 0,622 (p<0,01). Das bedeutet, dass beide Methoden 
ähnliche Ergebnisse erbrachten. Unterschiede können sich dadurch ergeben, dass 
bei der histologischen Untersuchung nur eine Ebene betrachtet wird, während bei 
der ICP-OES das gesamte Präparat aufgelöst wird und Kalzium als Anteil am 
Trockengewicht angegeben wird. Das ist auch der Grund, warum manche Präparate 
in der histologischen Messung kein Kalzium, in der chemischen aber dennoch ein 
erhöhtes Trockengewicht aufweisen. Limitiert wurde der Vergleich dadurch, dass für 
die histologische und die chemische Analyse unterschiedliche Teile der 
Gewebeproben verwendet wurden (siehe Methodik, S. 24). 
Die Kalzium-Bestimmung im Serum der Ratten gehört nicht zu den 
Standardmethoden der Analytik beim subkutanen Rattenmodell. Hohes Serum-
Kalzium ist bekanntlich ein Risikofaktor für die AS. Es liegt also nahe, dass eine 
Ratte, deren Serum-Spiegel sehr hoch liegt, hohe Kalziumwerte in den Präparaten 
aufweisen müsste. Um diesen Risikofaktor zu kontrollieren, wurde der Wert bei allen 
Tieren laborchemisch bestimmt. Limitierend muss hier gewertet werden, dass kein 
Ausgangswert vor Beginn des Versuches gemessen wurde. Die Bestimmung wurde 
nach den heutigen Laborstandards für Tiermedizin durchgeführt. 
 
Auf Grund der speziellen Fragestellung dieses Versuchs bezüglich des Einflusses 
von Crimping auf die Klappensegel wurde zur Standardmethodik noch ein weiteres 
Untersuchungsverfahren hinzugefügt. Die histologische Beurteilung der Struktur der 
kollagenen Fasern und des Gewebes zur Quantifizierung von Strukturschäden ist 
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bisher bei keinem subkutanen Rattenversuch zum Einsatz gekommen. Die dafür 
extra durchgeführte Anfärbung der Kollagenfasern mit modifiziertem Pikrosiriusrot 
ermöglicht eine sehr spezifische Beurteilung der Fasern. Mögliche Fehlerquellen 
liegen bei dieser Methode hauptsächlich in der Herstellung der Präparate. Die 
Klappen müssen vor dem Crimpen und dem Dilatieren ausreichend mit Acqua 
destillata gespült werden. Das Gewebe ist durch die Glutaraldehydfixierung 
ansonsten zu steif. Manipulationen am Gewebe könnten leichter Fragmentierungen 
hervorrufen. Auf großzügiges Spülen wurde daher während der Versuche besonders 
geachtet.  
Wie oben bereits erwähnt, ist das Ergebnis hier ebenfalls abhängig vom Untersucher. 
Entsprechend wurde auch bei dieser Auswertung verblindet und ausschließlich von 
einem erfahrenen Untersucher befundet. Die Einteilung in nicht, gering-, mittel-, und 
hochgradig fragmentiert bzw. irregulär bringt leider nur ordinal skalierte Messwerte 
hervor.  
Bei Betrachtung der Schnitte im Ergebnisteil kann man sehen, dass erhebliche 
Unterschiede in Struktur und Fragmentierung zwischen den Präparaten bestehen. 
Ein erfahrener Untersucher kann also durchaus eine repräsentative Aussage über 
den strukturellen Zustand der Klappensegel treffen. Für die Haltbarkeit der 
transapikal implantierbaren Aortenklappenprothesen ist neben einem niedrigen 
Verkalkungspotential die Widerstandsfähigkeit des Materials von besonderer 
Bedeutung. In Bezug auf den Einfluss des Crimping auf das Klappenmaterial ist die 
Untersuchung der Kollagenfasern daher von größtem Wert. 
 
  
 48 
 
4.2 Diskussion der Ergebnisse 
 
4.2.1 Verkalkung der Klappensegel 
 
Im Folgenden soll nun geklärt werden, welche Antworten durch die gewonnenen 
Ergebnisse gegeben wurden und welche neuen Fragen sie aufwerfen. 
Zunächst soll dabei auf die Analyse der Verkalkung eingegangen werden.  
Diese wurde, wie beschrieben, sowohl histologisch als auch chemisch gemessen 
und das Ergebnis statistisch ausgewertet. Die Standardklappe Perimount Magna und 
die ungecrimpte Sapien-Prothese verkalkten ähnlich stark. Erstaunlicherweise wurde 
in beiden ungecrimpten Klappen mehr Kalzium gemessen als in den gecrimpten 
Gruppen, allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant. Das widerspricht der 
Erwartung, dass Klappen, die durch Crimping geschädigt wurden, mehr verkalken 
müssten.  
Von den gecrimpten Klappen wies die einen Monat lang gecrimpte Sapien den 
höchsten Kalziumgehalt auf. Allerdings war der Unterschied im Vergleich zu den 
anderen Gruppen nicht signifikant. 
Wie man diese Ergebnisse interpretiert, gibt Anlass zur Diskussion. Generell ist die 
Tatsache, dass gecrimpte Klappen nicht stärker verkalkten, ein Argument für die 
Ausweitung der Indikation für kathetergestützt implantierbare Herzklappen-
prothesen. Betrachtet man das Diagramm im Ergebnisteil jedoch genauer, fällt vor 
allem die hohe Streuung der Werte auf. Dies kann auf eine ungenaue Messung oder 
Mess-Methode hinweisen. Allerdings wurde die Verkalkung auf zwei verschiedene 
Arten quantifiziert. Die Ergebnisse korrelieren signifikant miteinander 
(Korrelationskoeffizient = 0,622), entsprechend scheint ein Messfehler nicht 
wahrscheinlich. 
Die große Bandbreite der gemessenen Werte wäre auch durch interindividuelle 
Streuung zu erklären. Da in jede Ratte alle Gruppen implantiert wurden, würde eine 
große interindividuelle Streuung sich nicht auf das Gesamtergebnis auswirken, da 
sich dieser Effekt durch Bildung der Mittelwerte relativiert. Unterschiedlich starke 
Kalzifizierung zwischen den Tieren könnte durch verschieden hohe Kalziumwerte im 
Blut begründet werden, da ein hoher Serum-Kalziumwert als Risikofaktor für die AS 
gilt. Dass dieser Zusammenhang auch für das subkutane Rattenmodell gilt, ist zwar 
 49 
 
nicht bewiesen, aber durchaus vorstellbar. Bei einem erhöhten Serum-Kalzium-
Spiegel ist auch die Konzentration von Kalzium im extrazellulären Raum höher und 
dieser kommuniziert mit dem implantierten Material. Das im Blut der Ratten 
gemessene Serum-Kalzium schwankte mit einer Standardabweichung von 
0,12mmol/l nur sehr gering. Fast alle Werte lagen innerhalb der einfachen 
Standardabweichung. Nur drei Werte lagen minimal außerhalb dieser Grenze (2,47-
2,71mmol/l). Dennoch ist eine Beeinflussung der Verkalkung und damit der 
interindividuellen Streuung nicht auszuschließen, da kein präoperativer Wert des 
Serum-Kalziums gemessen wurde.  
Zudem fanden sich auch zwischen den Präparaten einer Ratte große 
Schwankungen, die nicht allein durch die unterschiedliche Vorbehandlung der 
Klappensegel ableitbar sind. Welche Mechanismen an dieser Art der Streuung 
beteiligt waren, ist nicht bekannt. Möglicherweise spielt dabei eine unterschiedlich 
starke Vaskularisierung oder Beweglichkeit der Präparate in den subkutanen 
Taschen eine Rolle.64 
Vergleicht man die Ergebnisse mit anderen Arbeiten aus der Literatur, so fällt auf, 
dass die Menge an gemessenem Kalzium erheblich schwankt. Es gibt Studien, in 
denen sehr niedrige Kalziumkonzentrationen in den Versuchsgruppen gemessen 
werden und somit auch die Standardabweichung sehr niedrig ist.54 In anderen 
Untersuchungen finden sich dagegen noch höhere Verkalkungslevel und sehr große 
Standardabweichungen.63 In einer Untersuchung von Mako et al. wurde eine 
interindividuelle Standardabweichung von ±16 mg/g Trockengewicht gefunden. Bei 
dieser Arbeit wurden Faktoren wie Geschlecht, Implantat, Implantat-Lage sowie das 
Alter der Ratten kontrolliert.62,64   
 
In der vorliegenden Studie hat Crimping keinen messbaren Einfluss auf die 
Langzeithaltbarkeit von transapikalen Aortenklappenprothesen bezüglich der 
Kalzifizierung. Inwieweit das Ergebnis repräsentativ bzw. auf den Menschen 
übertragbar ist, verbleibt aktuell noch unklar. Möglicherweise hätte eine größere 
Gruppenstärke tatsächlich eine signifikante Mehrverkalkung der beiden ungecrimpten 
Gruppen erbracht. Die Konsequenz daraus wäre eine Bestätigung des Konzepts der 
Transkatheter-Herzklappen. Undurchsichtig wäre dabei aber der kausale 
Zusammenhang dieses Ergebnisses. 
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4.2.2 Strukturanalyse der Klappensegel 
 
In den Ergebnissen der Strukturanalyse konnte ein Unterschied zwischen den zwei 
ungecrimpten Gruppen (Magna, Sapien ungecrimpt) und den drei gecrimpten 
Gruppen (Sapien Stunde, Tag, Monat) festgestellt werden. Die gecrimpten AK-
Prothesen wiesen bei der Untersuchung einen höheren Grad an Fragmentierung und 
Irregularität auf. Der Unterschied war in allen Fällen mit einer 
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,01 signifikant. Innerhalb der gecrimpten Gruppen 
waren die länger gecrimpten Klappensegel in der Tendenz stärker fragmentiert.  
Sehr überraschend ist die Tatsache, dass auch zwischen der Perimount Magna und 
der ungecrimpten Sapien-Prothese ein signifikanter Unterschied in der Struktur 
entdeckt wurde. Die unberührte Katheterklappe war stärker fragmentiert bzw. 
irregulärer als die Standardklappe. Das überrascht deshalb, da beide 
Aortenklappenprothesen aus Rinderperikard sind und vom gleichen Hersteller 
produziert wurden. Beide wurden durch das Antimineralisation-Verfahren ThermaFix 
vorbehandelt. Auch die Lagerungsflüssigkeit ist bei beiden gleich und besteht aus 
0,625%igem Glutaraldehyd. Ein Unterschied besteht lediglich in der Dicke des 
verwendeten Perikards und in der Aufhängung. Das Perikard, aus dem die Katheter-
Klappe hergestellt wird, ist dünner als das der Standard-Klappe Magna. Dies könnte 
durchaus einen Einfluss auf die Frakturierung der kollagenen Fasern haben. Die 
Sapien-Herzklappe wird an einem Kobalt-Chrom-Stent befestigt, der komprimierbar 
und wieder dilatierbar ist, um sie für die T-AKI geeignet zu machen. Auch die Magna-
Herzklappe ist an einem Kobalt-Chrom-Stent aufgehängt, allerdings ist dieser nicht 
für Crimping konstruiert.  
Auch bei der Begutachtung der nicht implantierten Klappen der Gruppe Magna und 
Sapien ungecrimpt fand sich diese Differenz. Wahrscheinlich ist, dass dieser 
strukturelle Schaden bereits bei der Produktion entsteht. Die Prothesen werden bis 
heute vor Sterilisation und Fixationsbehandlungen per Hand auf die Nahtringe oder 
Stents aufgenäht. Hier könnte eventuell ein Grund für die Unterschiede der 
unbehandelten Prothesen hinsichtlich der histologischen Veränderungen gesehen 
werden. Es liegt daher nahe, den Produktionsprozess zu reevaluieren. Möglich wäre, 
dass die Befestigung der Sapien-Klappe am Stent technisch aufwendiger ist und das 
Material dabei größerer mechanischer Manipulation ausgesetzt wird. 
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Viel entscheidender aber ist, dass in dieser Studie eindeutig ein schädlicher Einfluss 
von Crimping auf die Struktur des Gewebes von T-AKI-Prothesen aufgedeckt wurde. 
Das Ausmaß des Schadens ist tendenziell abhängig von der Dauer des Crimpings. 
Bevor die Bedeutung dieses Ergebnisses dargelegt wird, müssen zusätzliche Punkte 
in Betracht gezogen werden.  
Dazu gehört, dass in der gegenwärtigen Studie der Einfluss des Diameters des 
Platzierungssystems keine Beachtung findet. Zum Zeitpunkt der Studien-
durchführung wurde die Sapien-Klappe über ein 26-French-System appliziert. 
Inzwischen wurde der Diameter beim neuen Platzierungssystem Acendra2™ auf 22 
French verringert. Bei transfemoraler Implantation sind es sogar nur 18 French. Das 
ist insbesondere der Vermeidung von vaskulären Komplikationen geschuldet, da in 
vielen Studien die Rate an vaskulären Komplikationen sehr hoch liegt; so fanden 
Greason et al. bei transfemoralem Zugang unter Sicht eine arterielle Gefäßverletzung 
bei bis zu 43% der Patienten.67 Vom PARTNER-I-Trial (Placement of Aortic 
Transcatheter Valve Trial) wurde berichtet, dass bei 11,3% der transfemoral und bei 
8,8% der transapikal implantierten Katheter-Herzklappen schwere 
Blutungskomplikationen auftraten und dass diese unter anderem eng mit 
Gefäßkomplikationen verknüpft waren. Weiter wurde festgestellt, dass schwere 
Blutungskomplikationen der Haupteinflussfaktor für die 1-Jahres-Mortalität waren.68 
Um genau dies zu vermeiden, geht der Trend zu deutlich kleineren Durchmessern 
der Applikationssysteme vor allem im Bereich der transfemoralen Katheter-Klappen. 
Jedoch ist klar, dass die Krafteinwirkung auf die Klappensegel beim Crimping auf 
kleinere Diameter deutlich höher sein muss. In dieser Studie wurde bewiesen, dass 
bereits bei Crimping auf 26 French und kurzer Crimping-Dauer erhebliche Schäden 
an den Fasern des Klappengewebes auftreten. Es ist also zu erwarten, dass diese 
Schäden durch erhöhte Krafteinwirkung bei Crimping auf 22 bzw. 18 French noch 
deutlicher ausfallen.  
Dieser Zusammenhang muss unbedingt weiter untersucht werden. Er könnte sich auf 
die Lebensdauer der Katheter-Herzklappen negativ auswirken. Eine Bestätigung 
dieser Annahme würde bedeuten, dass der transapikale Zugangsweg dem 
transfemoralen überlegen wäre. Ein kleiner Diameter ist für die transapikale 
Implantation nicht zwingend erforderlich. Jedenfalls kann daraus geschlossen 
werden, dass Crimping auf kleine Diameter vorerst vermieden werden sollte.  
Aus der Tatsache, dass der strukturelle Schaden mit zunehmender Crimping-Dauer 
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tendenziell größer wird, sollte geschlossen werden, dass Crimping vorerst so kurz 
wie möglich vor der Implantation durchgeführt werden sollte. Diese Auflage kann aus 
der vorliegenden Studie und aus den Ergebnissen des Partner-Trials gefolgert 
werden. 
Der Partner-Trial ist bis jetzt die einzige randomisierte prospektive Multicenterstudie 
mit standardisierten Endpunkten. Im Oktober 2010 wurden die 1-Jahres-Ergebnisse 
präsentiert. Nach 30 Tagen fand man in der Transkatheter-Gruppe bei 1,3%, nach 
einem Jahr bereits bei 4,2% der Patienten eine mittelschwere bis schwere 
transvalvuläre Aorteninsuffizienz.69 Bei Spethmann et al. fand man nach einem Jahr 
sogar bei 17,3% eine mittelschwere Aorteninsuffizienz.70 Langzeitergebnisse liegen 
noch nicht vor. Die Lebensdauer der Transkatheter-Klappen bleibt nach wie vor 
ungewiss.71 
Das Ergebnis des hier vorgestellten Versuchs ist deshalb so wichtig, da die 
Beschädigung der kollagenen Fasern der Klappensegel durch Crimping bis dato 
durch keine Studie belegt wurde. Die dargestellte Entwicklung von transvalvulärer 
Aorteninsuffizienz bei 4,2% der Untersuchten nach einem Jahr legt die Vermutung 
nahe, dass zwischen der Beschädigung der Fasern und der entstehenden 
Aorteninsuffizienz ein Zusammenhang bestehen könnte.69  
Durch diesen Versuch allein kann noch keine genaue Angabe über die Haltbarkeit 
der Sapien-Prothese gemacht werden. Inwiefern die strukturellen Schäden durch 
Crimping die Widerstandsfähigkeit der Herzklappen-Prothese auf mittlere und lange 
Sicht beeinflussen, verbleibt daher unklar.  
Allerdings bilden die kollagenen Fasern den Halteapparat der Herzklappensegel. Die 
Degeneration des Kollagens von Aortenklappenprothesen ist einer der 
Hauptmechanismen, die zur Dysfunktionalität derselben führen. Man nimmt an, dass 
die durch Reißen eines Prothesensegels ausgelöste Aorteninsuffizienz von Schäden 
an den Kollagenfasern hervorgerufen wird.30 Die Glutaraldehydfixierung vermindert 
die Antigenität des tierischen Gewebes, führt aber gleichzeitig zu vermehrter 
Steifigkeit der Segel und zur Zerstörung der lebendigen Zellen.30,72 Damit ist eine 
Regeneration des Gewebes durch physiologische Reparaturmechanismen nicht 
möglich. Die irreparable Fragmentierung der kollagenen Fasern durch Crimping stellt 
deshalb die Langzeittauglichkeit der Prothese in Frage.  
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Daraus erschließt sich die Frage: Was bedeutet dieser durch Crimping verursachte 
Schaden konkret für die Langzeithaltbarkeit der transapikalen Aortenklappen unter 
hämodynamischer Belastung? Und wie wirkt sich die Verkleinerung der Diameter bei 
Crimping darauf aus?  
Dies könnte durch einen Versuch mit dem Pulsduplikator beantwortet werden. 
Vorstellbar wäre auch ein in vivo-Versuch beispielsweise an jungen Schafen zur 
genaueren Bestimmung der Langzeithaltbarkeit der Prothesen. In einem solchen 
Versuch sollte in jedem Fall auch der Einfluss der Crimpstärke und somit des 
Diameters mituntersucht werden. 
Bis dies nicht aufgeklärt ist, sollte das Crimping auf kleine Diameter vermieden 
werden. Es liegt daher auf der Hand, die Verfahren mehr in Richtung transapikaler 
Implantation auszurichten, da der Diameter der gecrimpten Prothese von 
nachrangiger Bedeutung ist.  
Weiterhin stellt sich die Frage, ob diese strukturellen Veränderungen auch bei 
anderen Prothesentypen wie beispielsweise Nitinol basierten Prothesen 
nachgewiesen werden können, die nicht mittels eines Crimpers auf einen 
Ballonkatheter gepresst werden müssen. Bei Spethmann et al. fand man eine 
mittelschwere Aorteninsuffizienz bei 25,8% der 29mm-Corevalve-Prothesen ein Jahr 
nach Implantation.70 Reicht demnach allein die deutliche wenn auch kurze 
Veränderung der Struktur für die Schädigung des Gewebes aus?  
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4.3 Schlussfolgerungen 
  
Aus dieser Studie lassen sich folgende Empfehlungen ableiten: 
Crimping verursacht einen irreparablen Schaden an den Kollagenfasern der 
Herzklappenprothesen, der tendenziell mit der Dauer des Crimpings zunimmt. Das 
Crimping sollte daher so kurz wie möglich vor der Implantation durchgeführt werden. 
Die Klappenprothese sollte erst kurz vor der Implantation auf den Ballonkatheter 
gecrimpt werden. Crimping auf sehr kleine Diameter sollte vorerst vermieden werden.  
Künftig sollte außerdem eine genauere Analyse der Auswirkungen der strukturellen 
Schäden auf die Haltbarkeit der Transkatheter-Herzklappen durchgeführt werden.  
Vor der Ausweitung der Behandlung auf ein Patientenkollektiv mit höherer 
Lebenserwartung müssen noch viele Fragen hinsichtlich der Langzeithaltbarkeit 
dieser Herzklappen-Prothesen in Studien geklärt werden. 
 
4.4 Limitationen 
 
- Die implantierten Klappensegel sind nicht dem Blutstrom und den dort 
wirkenden Kräften ausgesetzt. 
- Die Studie wurde an Ratten durchgeführt und nicht direkt an Menschen. 
- Dabei wurde nur eine kleine Versuchszahl untersucht.  
- Die histologische Auswertung kann untersucherabhängige Fehler aufweisen. 
- Fehler können auch durch Auswaschen von Kalziumkristallen wären der 
Herstellung der Präparate auftreten. 
- Auf Grund des Versuchsaufbaus mussten die Einzelpräparate aufgeteilt 
werden, sodass für die histologische und chemische Analyse nur 
unterschiedliche Teile jedes Präparats verwendet werden konnten.  
- Der Einfluss des Crimping-Diameters fand keine Berücksichtigung. 
- Es wurde nur ein Prothesen-Typ der kathetertechnischen 
Herzklappenprothesen untersucht. 
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4.5 Ausblick 
 
Um die medizinische Versorgung der Patienten zu verbessern, ist es in der Medizin 
heutzutage wichtig, alte Therapien zu überdenken und weiterzuentwickeln sowie 
neue Therapieansätze zu etablieren. Die Einführung der kathetergestützten 
Aortenklappenimplantation ist ein Meilenstein in der Behandlung von Patienten mit 
schwerer symptomatischer AS. Aktuell bleibt die Methode jedoch aufgrund einiger 
ungeklärter Aspekte im Vergleich zur konventionellen Operation auf die Behandlung 
von Hochrisikopatienten beschränkt.  
Um diese Methode in Zukunft zu verbessern, bedarf es weiterhin viel Forschung. Die 
Implantation muss nicht nur sicherer und einfacher gestaltet werden, auch typische 
T-AKI-Komplikationen wie beispielsweise das Auftreten paravalvulärer Leckagen 
oder postoperativer schrittmacherpflichtiger Herzrhythmusstörungen müssen 
dringend minimiert werden, um die postoperative Mortalität weiter senken zu können. 
Gerade mit Bezug auf die Ausweitung auf ein größeres Patientenspektrum, ist eine 
gute Langzeitfunktionalität der Aortenklappenprothese von entscheidender 
Bedeutung. Dafür ist es wichtig, die beteiligten Mechanismen besser zu verstehen.  
 
Diese Studie hat dazu einen wichtigen Beitrag geleistet und gibt Anlass zu weiteren 
Fragen. In Zukunft mehr über die Auswirkungen der beschädigten Kollagenfasern 
herauszufinden, ist von entscheidender klinischer Bedeutung. Dabei sollte auch die 
Tendenz zu immer kleineren Diametern kritisch hinterfragt werden. Aktuell existieren 
diese Ergebnisse nur für die mittels Ballon expandierbare Sapien-Prothese, da in der 
vorliegenden Studie nur die Sapien-Prothese untersucht wurde. Sehr interessant 
wäre demnach, ob ähnliche Phänomene auch bei anderen Katheterklappen wie der 
CoreValve auftreten. 
Ein weiterer Ausweg bezüglich der Frage nach Haltbarkeit wird derzeit in vielen 
Studien erforscht. Es handelt sich dabei um das Valve-in-Valve-Prinzip, bei dem eine 
neue Herzklappenprothese wie bei der T-AKI mittels Katheter in eine bereits 
implantierte platziert wird. Das Verfahren wird sowohl für Mitral- als auch für 
Aortenklappenprothesen untersucht. Dies könnte eine Lösung darstellen, sollten die 
Langzeit-Ergebnisse der T-AKI nicht überzeugend sein. Demnach könnte man nach 
zehn Jahren erneut eine Herzklappenprothese über einen Katheter in die alte 
Prothese implantieren.73  
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Eine Verengung der Aortenklappe, die während der Systole zu einem 
Druckunterschied zwischen dem linkem Auswurftrakt und der Aorta führt, wird als 
Aortenstenose bezeichnet. Sie stellt nach der KHK die häufigste Indikation für eine 
herzchirurgische Intervention dar. Die Entstehung der Aortenstenose ist bisher nicht 
völlig aufgeklärt. Die Verengung ist meist durch Verkalkung der Klappensegel 
bedingt. Der derzeitige Stand der Forschung gibt Grund zur Annahme, dass dieser 
Entstehungsprozess der Ätiologie der Arteriosklerose sehr ähnlich ist. 
Die Aortenstenose kann anhand der Aortenklappen-Öffnungsfläche in leicht-, mittel- 
und hochgradig eingeteilt werden. Zurzeit ist die Echokardiographie die wichtigste 
Methode zur Evaluation der Aortenstenose, weil damit die Öffnungsfläche und die 
Druckgradienten bestimmt werden können. Für die Entscheidung zur Operation ist 
insbesondere auch das Einsetzen der Symptomatik mitbestimmend. 
Der konventionelle Aortenklappenersatz mit einer biologischen oder mechanischen 
Aortenklappenprothese ist der Goldstandard in der heutigen Therapie der 
Aortenstenose. Patienten höheren Alters erhalten heutzutage eine biologische 
Aortenklappenprothese, da keine dauerhafte Antikoagulation notwendig ist. Bei 
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älteren Patienten (über 70 Jahre) steigt die postoperative Mortalität auf 5-15% an. In 
Deutschland waren 2010 über 50% der herzchirurgischen Patienten älter als 70 
Jahre und 12,4% sogar über 80 Jahre. Laut einer Studie werden 33% der über 75-
Jährigen nicht zur Operation zugelassen, da diese als zu risikoreich eingestuft wird.  
 
Um dieses Patientenkollektiv besser zu versorgen, wurde ein Verfahren zur 
kathetergestützten Implantation einer Aortenklappenprothese entwickelt. Die neue 
Prothese wird auf einen Ballonkatheter gepresst und anschließend in Aortenposition 
dilatiert. Die Implantation kann durch die Herzspitze antegrad, also transapikal, oder 
über die femoralen Gefäße retrograd, also transfemoral, erfolgen. Eine Sternotomie 
oder die Verwendung einer Herz-Lungenmaschine mit künstlichem Herzstillstand 
sind dazu nicht notwendig.  
Die in dieser Arbeit verwendete Sapien-Prothese besteht aus vorbehandeltem 
Rinderperikard und ist in einem Kobalt-Chrom-Stent aufgehängt. Bereits 2010 
wurden in Deutschland schon fast ein Viertel aller isolierten Aortenklappenersätze 
mittels der kathetertechnischen Aortenklappenprothesen durchgeführt, 2011 ist der 
Anteil auf über 30% gestiegen. Der Einsatz ist im Moment auf Hochrisikopatienten 
über 75 Jahre beschränkt, da es noch keine Ergebnisse über die Langzeithaltbarkeit 
der Katheter-Herzklappen gibt. Außerdem scheint die Häufigkeit von 
periinterventionellen Komplikationen bei diesem Verfahren noch sehr hoch.  
Ganz im Gegensatz zur schonenden Behandlung der Prothese beim konventionellen 
Eingriff wird die Sapien-Herzklappenprothese durch einen Crimper auf den 
Ballonkatheter gepresst. Der Durchmesser wird dabei von 23 bzw. 26mm auf unter 
8,7mm verringert. Nur so kann die Prothese über das zum Studienzeitpunkt 26 
French große Applikationssystem in Position gebracht werden. Mittlerweile beträgt 
der Diameter für den transfemoralen Zugang nur noch 18 French.  
Bisher gibt es keine Studien darüber, ob die Krafteinwirkung des Crimping einen 
Einfluss auf die Langzeithaltbarkeit der Transkatheter-Herzklappen hat. Dabei ist 
gerade eine lange Haltbarkeit enorm wichtig, um das neue minimalinvasive System 
einem größeren Patientenkollektiv zugänglich zu machen. Ziel der hier vorgelegten 
Studie war es deshalb, den Einfluss von Crimping auf die Haltbarkeit und 
Gewebeintegrität der Edwards Sapien-Prothese in Abhängigkeit von der Crimping-
Dauer zu untersuchen.  
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Dazu kam ein subkutanes Rattenmodell zur Anwendung, das zum Vergleich 
verschiedener Herzklappenprothesen häufig herangezogen wird. Hierbei wird vor 
allem das Verkalkungspotential der Prothesen untersucht, da die Verkalkung der 
Klappen die Funktionalität derselben limitiert. Hierfür wurden in dieser Arbeit 21 Tage 
alten Sprague-Dawley-Ratten (n=15) jeweils fünf Gewebeproben in separate 
subkutane Taschen implantiert. Nach einem Implantationszeitraum von zwölf 
Wochen gingen wir von der maximal möglichen Verkalkung aus. Im Menschen 
entspricht das einem Zeitraum von etwa zehn Jahren. Drei Gruppen á fünf Sapien-
Prothesen wurden unterschiedlich lange gecrimpt: für einen Monat, einen Tag und 
eine Stunde. Eine vierte Gruppe wurde nicht gecrimpt. Die fünfte Gruppe bestand 
aus der operativ häufig verwendeten Standardklappe Perimount Magna und wurde 
als Kontrolle eingesetzt. Die Klappensegel wurden nach Crimping und Dilatation 
exzidiert (je Gruppe n=15) und unter inhalativer Anästhesie wurde jeder Ratte ein 
Präparat aller fünf Gruppen in subkutane separate Taschen faltenfrei implantiert. Die 
Taschen wurden dorsal paravertebral durch stumpfe Präparation angelegt. Die 
Implantation erfolgte bei allen 15 Tieren komplikationslos.  
Nach zwölf Wochen erfolgte die Explantation. Ein Präparat der für einen Tag 
gecrimpten Prothesen und eines der Kontrollgruppe Magna konnten nicht 
aufgefunden werden. Ansonsten ergaben sich bei der Explantation keine 
Schwierigkeiten. Zur Bestimmung des Kalziumlevels im Serum wurde den Ratten 
eine Blutprobe abgenommen.  
Die explantierten Präparate wurden dann zur Analyse in drei Teile geschnitten. Ein 
Teil wurde der Kalziumbestimmung durch optische Emissionsspektroskopie mit 
induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES) zugeführt. Das Ergebnis wird in mg/g 
Trockengewicht angegeben. Der zweite Teil wurde für die histologische 
Untersuchung in Paraffin eingebettet. Es wurden Standardschnitte angefertigt und 
drei Färbungen pro Präparat durchgeführt. Dies waren die Hämatoxylin-Eosin-
Färbung (Orientierung), die Van Kossa-Färbung (Verkalkung) und die mod. 
Pikrosiriusrot-Färbung (kollagene Fasern). Der Kalziumgehalt der Präparate wurde 
zusätzlich zur chemischen Bestimmung histologisch durch ein interaktives 
Bildanalyseverfahren in mm2 gemessen. Die Fragmentierung und Irregularität der 
Kollagenfasern wurde histologisch in vier Grade eingestuft: ohne pathologischen 
Befund, gering-, mittel- oder hochgradig fragmentiert bzw. irregulär. Ein weiterer Teil 
der Präparate wurde für die exemplarische Darstellung im Elektronenmikroskop in 
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Epon 100 eingebettet und mit Uranylacetat und Tannin kontrastiert. 
Die Kalziummessungen ergaben, dass die ungecrimpten Klappen Sapien und 
Perimount Magna tendenziell stärker verkalkten als die anderen Gruppen. Die 
Unterschiede zwischen den Gruppen waren jedoch nicht signifikant, sowohl bei der 
histologischen als auch bei der chemischen Quantifizierung.  Die Streuung der 
Messwerte war sowohl intra- als auch interindividuell sehr hoch. Die Bedeutung für 
die Langzeithaltbarkeit bezüglich der Kalzifizierung ist unklar. Jedoch kann 
festgestellt werden, dass es in dieser Studie keinen signifikant messbaren 
Unterschied in der Verkalkung zwischen gecrimpten und ungecrimpten Prothesen 
gab.  
In der histologischen Strukturanalyse waren die Kollagenfasern der gecrimpten 
Klappen signifikant stärker fragmentiert bzw. die Struktur irregulärer als die der 
ungecrimpten Klappen. Erstaunlich war hier auch die Tatsache, dass selbst die 
ungecrimpte Sapien-Prothese signifikant stärker fragmentiert war als die Perimount 
Magna. Dieses Ergebnis überrascht, da die Sapien-Klappe der Perimount Magna im 
Produktionsprozess sehr ähnlich ist. Beide bestehen aus Rinderperikard und sind mit 
dem Antimineralisationsverfahren ThermaFix vorbehandelt. Sie unterscheiden sich 
lediglich im Stent. Dieser muss für das kathetergestützte Verfahren komprimierbar 
und wieder dilatierbar sein. Der Produktionsprozess sollte auf Grund dieses 
Ergebnisses reevaluiert werden. 
Wie bereits erwähnt, waren die gecrimpten Klappen signifikant stärker fragmentiert. 
Mit zunehmender Crimping-Dauer nahm dieser Effekt tendenziell sogar zu. Dass 
Crimping einen schädlichen Einfluss auf die strukturelle Integrität des 
Klappengewebes hat, war bis dato nicht bewiesen. Diese Tatsache allein lässt 
allerdings noch keine genaue Aussage über die Auswirkung von Crimping auf die 
Haltbarkeit im Blutstrom zu. Es ist jedoch hervorzuheben, dass die Fragmentierung 
der Kollagenfasern, also der Haltefasern der Aortenklappenprothese, die Erwartung 
einer guten Langzeitfunktionalität drastisch mindert. Dazu gibt es Hinweise aus 
aktuellen multizentrischen Studien wie dem Partner-Trial, in dem bereits nach 30 
Tagen 1,3% und nach einem Jahr 4,2% der Patienten eine mittel- bis schwergradige 
transvalvuläre Aorteninsuffizienz aufwiesen. Diese Tatsache verbunden mit dem 
Wissen, dass Crimping die Kollagenfasern frakturiert, stellt die Langzeithaltbarkeit 
der Prothese in Frage. 
Zu beachten ist, dass der Diameter des Systems in diesem Versuchsaufbau keine 
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Rolle spielte. Seit Beginn der Studie hat sich der Diameter des Applikationssystems 
aber von 26 auf 22 French (transfemoral sogar nur 18 French) verringert. Es ist 
anzunehmen, dass die Krafteinwirkung beim Crimping auf 22 bzw. 18 French noch 
deutlich größer und damit die Fragmentierung der Fasern noch ausgeprägter wäre.  
Als Limitationen des hier angewandten subkutanen Rattenmodells sind der fehlende 
Kontakt mit dem Blut sowie die fehlende Wirkung hämodynamischer Kräfte zu 
nennen. Es handelt sich hierbei um einen Tierversuch, der nicht direkt auf den 
Menschen übertragbar ist. Für histologische und chemische Analyse mussten jeweils 
unterschiedliche Teile der Präparate verwendet werden. Die histologische 
Beurteilung ist untersucherabhängig. In diesem Versuchsaufbau wurde lediglich ein 
Prothesen-Typ untersucht, so dass nicht klar ist, ob die beschriebenen Phänomene 
auch bei anderen kathetertechnischen Herzklappenprothesen auftreten.  
 
Die Ergebnisse liefern neue Gesichtspunkte im Hinblick auf die Haltbarkeit der 
Sapien-Klappenprothese. Daraus lassen sich einige Empfehlungen ableiten.  
Crimping verursacht einen irreparablen Schaden an den Kollagenfasern der 
Herzklappenprothesen, der tendenziell mit der Dauer des Crimpings zunimmt. Der 
Vorgang des Crimping sollte daher so kurz wie möglich gehalten werden. Die 
kathetergestützte Aortenklappenprothese sollte erst kurz vor der Implantation auf den 
Ballonkatheter gecrimpt werden. Crimping auf sehr kleine Diameter sollte vorerst 
vermieden werden.  
Künftig sollte außerdem eine genauere Analyse der Auswirkungen der strukturellen 
Schäden auf die Haltbarkeit der Transkatheter-Herzklappen durchgeführt werden.  
Vor der Ausweitung der Behandlung auf ein Patientenkollektiv mit höherer 
Lebenserwartung müssen noch viele Fragen hinsichtlich der Langzeithaltbarkeit 
dieser Herzklappen-Prothesen in weiteren Studien geklärt werden. 
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